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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Oligonucleotidanaloga mit wertvollen physikalischen, biologischen 
und pharmakologischen Eigenschaften sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. Ihre Anwendung bezieht sich 
5 auf die Verwendung als Inhibitoren der Genexpression (Antisense Oligonucleotide, Ribozyme, Sense Oligonu- 
cleotide und Triplex Forming OligonucleotideX als Sonden zum Nachweis von Nucleinsauren und als Hilfsmittel 
in der Molekularbiologie. 

Oligonucleotide finden in wachsendem MaBe Anwendung als Inhibitoren der Genexpression (J. F. Milligan, M. 
D. Matteucci und J. C Martin, J. Med. Chem. 36 (1993) 1923; E. Uhlmann and A. Peyman, Chemical Reviews 90 
10 (1990) 543; S.T.Crooke,Annu. Rev. Pharmacol. ToxicoL32(1992) 329). 

Antisense Oligonucleotide sind Nucleinsaure-Fragmente, deren Basensequenz komplementar ist zu einer zu 
inhibierenden mRNA. Diese Target-mRNA kann zellularen, viralen oder sonstigen pathogenen Ursprungs sein. 
Als zellulare Target-Sequenzen kommen beispielsweise die von Rezeptoren, Enzymen, Wachstumsfaktoren, 
Immunmodulatoren, lonenkanalen oder Onkogenen in Frage. Die Inhibition der Virus Vermehrung mit Hilfe 
15 von Antisense Oligonucleotiden wurde beispielsweise fOr RSV (Rous Sarcoma VirusX HSV-1 und -2 (Herpes 
Simplex Virus Typ I und II), HIV (Human Immunodeficiency Virus) und Influenza-Viren beschrieben. Dabei setzt 
man Oligonucleotide ein, die zur viralen Nucleinsaure komplementar sind. 

Sense Oligonucleotide sind dagegen in ihrer Sequenz so konzipiert, daB sie beispielsweise Nucleinsaure-bin- 
dende Proteine oder Nucleinsaure-prozessierende Enzyme binden ("einfangen") und so deren biologische Akti- 
20 vitat inhibieren (C H6ltae and J. J. ToulmS, Biochim. Biophys. Acta 1049 (1990) 99). Als virale Targets sind hier 
beispielsweise die Reverse Transkriptase, DNA-Polymerase und Transaktivator-Proteine zu nennen. Triplex 
Forming Oligonucleotide haben im allgemeinen die DNA als Target und bilden nach Bindung an diese eine 
tripelhelicale Struktur aus. 

Wahrend mit Hilfe der Antisense Oligonucleotide im allgemeinen die Prozessierung (Splicing etc) der mRNA 
25 oder deren Translation in das Protein gehemmt werden. hemmen Triplex Forming Oligonucleotide die Trans- 
kription Oder Replikation der DNA (N. T. Thuong, und C Hfelene, Angew. Chem. 105 (1993) 697; Uhlmann und 
Peyman, Cheinical Reviews 90 (1990) 543). Es ist aber auch moglich, einzelstrangige Nucleinsauren in einer 
ersten Hybridisierung mit einem Antisense Oligonudeotid unter Ausbildung eines Doppelstranges zu binden, 
der dann in einer zweiten Hybridisierung mit einem Triplex Forming Oligonudeotid eine Triplex-Struktur 
30 ausbildet Die Antisense und Triplex Bindungsregionen k5nnen dabei entweder in zwei separaten Oligonucleoti- 
den oder aber in einem Oligonudeotid beherbergt sein. 

Eine weitere Anwendung synthetischer Oligonucleotide sind die sogenannten Ribozyme, welche die Target- 
RNA infolge ihrer Ribonuclease-Aktivitat zerstoren (D. Castanotto, J. J. Rossi, J. O. Deshler, Critical Rev. Eukar 
Gene Expr. 2 (1992) 331). 

35 In der DNA-Diagnostik werden Nucleinsaure-Fragmente mit geeigneter Marklerung als sogenaimte DNA- 
Sonden oder DNA-Proben fur die spezifische Hybridisierung an eine nachzuweisende Nucleinsaure eingesetzt. 
Die spezifische Ausbildung des neuen Doppelstranges wird dabei mit Hilfe der Markierung, die vorzugsweise 
nicht radioaktiv ist, verfolgt Auf diese Weise lassen sich genetische, maligne, virale oder durch andere Pathogene 
verursachte Krankheiten nachweisea 

40 Fur die meisten genannten Anwendungen sind Oligonucleotide in ihrer naturlich vorkommenden Form wenig 
Oder vollig ungeeigneL Sie mussen chemisch so modifiziert werden, daB sie den speziellen Anforderungen 
gerecht werden. Damit Oligonucleotide in biologischen Systemen, beispielsweise zur Inhibition der Virus-Ver- 
mehrung eingesetzt werden kdnnen, mttssen sie folgende Voraussetzungen erfullen: 

45 1- Sie mussen unter in vivo Bedingungen, also sowohl im Serum als auch intrazellular, eine ausreichend 

groBe Stabiiitat aufweisen. 

2. Sie mussen so beschaffen sein. das sie die Zell- und Nucleus-Membran passieren konnen. 

3. Sie mussen unter physiologischen Bedingungen in Basen-spezifischer Weise an ihre Target-Nucleinsaure 
binden, um den inhibitorischen Eff ekt zu entf altea 

50 

Fur DNA-Sonden sind diese Voraussetzungen nicht unabdingbar; jedoch mussen diese Oligonucleotide so 
derivatisiert sein, daB ein Nachweis, beispielsweise mittels Fluoreszenz, Chemilumineszenz, Kolorimetrie oder 
spezifischer Farbung, moglich ist (Beck und Koster, Anal. Chem. 62 ( 1 990) 2258). 

Es sind eine Vielzahl chemischer Variationen von Oligonucleotiden bekannt, die synthetisiert wurden mit dem 

55 Ziel, die oben genannten Anfordenmgen besser zu erfullen als die nicht modifizierten Oligonucleotide. Die 
chemische Veranderung der Oligonucleotide erfolgt meistens in der Weise, daB Phosphatriickgrat, Ribose-Ein- 
heit Oder die Nucleobasen entsprechend verandert werden (Uhlmann und Peyman, Chemical Review 90(1990) 
543). Unter den Modifikationen finden sich auch solche, in denen sowohl die Phosphat-Briicke, wie auch die 
Zuckercinhcit durch andere Gruppierungen ersetzt wurden, beispielsweise durch "Morpholinonucleosid"-OIigo- 

60 mere (E P. Stirchak et al. Nucleic Acids Res. 17 (1989) 6129) oder ''PNAs'(P. E. Nielsen et al, Bioconj. Chem. 5 
(1994) 3). Insbesondere PNA's zeichnen sich durch ungewohnlich hohe Affinitaten zur Target-RNA aus, leiden 
aber an anderen ungiinstigen Eigenschaften wie mangelnde Loslichkeit oder mangelnde Zellpenetration (W. 
Wang et al. Tetrahedron Letters 36 (1995) 1181 ; M. Egholm et aU in "Innovation and Perspectives in Solid Phase 
Synthesis. Peptides, Proteins, Nucleic Acids", Roger Epton. Ed. Mayflower Worldwide Limited. Birminghan. 

65 1994.145-148). 

Aufgabe ist es daher, neue Oligonudeotid- Analoga zu finden, die den oben genannten Anforderungen besser 
entsprechen. 

Gegenstand der Erfindung sind daher Verbindungen der Formel I 
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(1) 


worin n eine Zahl von Null bis 1 00 bedeutet; 

B unabhangig voneinander Wasserstoff, Hydroxy, (Ci — C2o)-A.lkyl, (Q — C2o)-Alkoxy, (Ci — C2o)-Alkylthio, 

(C6-C2o)-Aryl, (C6-C2o)-AryKC,-C«)-alkyl, (C€-C2o)-AryKC, -Ce^alkoxy. (C6-C2o)-Aryi-(C,-C6)-alkyl- 

thio, eine aromatische Gruppe oder eine heterocyclische Gruppe bedeutet, wobei AJkyl, Aryl und/oder die 

aromatische oder heterocyclische Gruppe gegebenenfalls ein oder mehrfach durch Hydroxy, (Ci— C»)-Alkoxy, 

-NR'R'O, -qopH, Oxo, -qOpR8 -qO)NR9R"', -CN, -F. -Q, -Br, - NO2, (Cj-Ce)- Alkoxyalkyl. 

-S(OU^^ -(Ci-C6)-AIkyl-S(0)n,R8 -NHQ = NH)NHR«. -q=NH)NHR«. -NR9C(=0)R''. =NOR^ 

NR»q=0)OR"», -00(=0)NR'R"'und -NR»C(-0)NR»R"'substituiertsein k6nnen,oder 

B fiir eine nattirliche Nucleobase, eine unnaturiiche Nucleobase oder einen Reporter liganden steht; 

A— B kann auch fGr eine uber die Carboxyigruppe aufkondensierte D- oder L-Aminosaure oder fur Peptide 

bestehend aus diesen Aminosauren mit bis zu einer Lange von 5 Aminosaureresten stehen, 

L unabhangig voneinander N oder R'N*, und 

R' fur Wasserstoff oder (Ci — C6)-Alkyi steht, das mit Hydroxy, (Ci -C6)-Alkoxy, (Ci — C6>AIkyJthio oder Amino 
substituiert sein kann, bevoraugt Wasserstoff oder Methyi bedeutet; 

A unabhangig voneinander eine Einfachbindung, eine Methylengruppe oder eine Gruppe der Formei Ila oder 
lib bedeutet; 


-J P 


(Ila) (lib) 


/ 


Y' fur = O. = S, = CH2, = QCHjh oder = N + R' steht, wobei R' wie oben definiert ist; 

M fiir eine Einfachbindung, — O— , — S— oder — N"*" R' — steht, wobei R' wie oben definiert ist; 

R2 und R^ unabhangig voneinander fur Wasserstoff, Hydroxy, (d — C6)-Alkoxy, (Ci — C6)-Alkylthio, Amino, 

Halogen, wie F. CI Br oder (Ci— C€)-Alkyl steht, welches gegebenenfalk mit Hydroxy, (Ci — Ce^Alkoxy oder 

(Ci — C6)-Alkylthio substituiert sein kann, bevorzugt jedoch Wasserstoff bedeutet; 

p und q unabhangig voneinander fiir Null bis 5 stehen; 

r und s unabhangig voneinander fiir NuU bis 5 stehen; 

D und G fttr CR*R« stehen; 

R* und R* unabhangig voneinander Wasserstoff, (d — C6)-Alkyl, (C6-C2o)-Aryl, (Ce— C2o)-AryJ-(Ci — C6>alkyl, 

Hydroxy, (Ci -Ce^AJkoxy, {Ci-C6)-Alkyithio bedeuten, und AlkyI und Aryl gegebenenfalls mit SR' oder 

NR'R" substituiert sein kann, wobei R' wie oben definiert ist und R'' unabhangig von R* die gleiche Bedeutung 

wie R' hat, R* und jedoch bevorzugt Wasserstoff bedeutet; 

Xfiir— O— , — S— oder — N''"R'—, worin R' wie oben definiert ist, steht; 

Yfur =Ooder =S steht; 

Z for -ORS-NR'R'o steht; 

Ro Wasserstoff, (Ci-Ci8>-AIkyl, (C2-C,e)-AIkenyl, (C3-C,8)-A!kinyl, (C6-Cu)-Aryl, (C6-Ci2)-Aryi- 
(Ci — C6)-aIkyI bedeutet, wobei AlkyI ein oder mehrfach mit Hydroxy, (Ci — CU^Alkoxy, F, CI, Br substituiert sein 
kann und Aryl l-3fach mit Hydroxy, (C,-C)-Alkoxy. (C, -C-,)- AlkyI, F, CI, Br, NO2, -NR'R'O -qO)OH, 
-C(0)0-(Ci-C6)-Alkyl, -C(0)NR'R"', substituiert sein kann, bevorzugt jedoch fiir Wasserstoff, 
(C,-C6)-Alkyl, (C6-C,2)-Aryl oder (C6-C,2)-Aryl-(Ci-C6}-alkyl steht, wobei Aryl einfach mit (Ci-CVAI- 
koxy, (Ci—Ci)- AlkyI, F, CI, Br, NO2, substituiert sein kann, besonders bevorzugt Wasserstoff, (Ci — Ce^Alkyl, 
Phenyl oder 2-(4-Nitrophenyl)ethyl bedeutet; 

R9 und R'° unabhangig voneinander fur Wasserstoff, (Ci-C|8)-Alkyl, <C|-Ct8)-Alkenyl. (Ci -Ci8)-Alkjnyl, 
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(C6-Ci2)-Aryl,(C6— Ci2>Aryl-(Ci— C6)-alkyl stehen. wobei Alkyl ein oder mehrfach mit Hydroxy, (C|— C4)-AI- 
koxy, F, CI, Br substituiert sein kann, oder R' und R*° konnen zusammen mit dem sie tragenden N-Atom einen 
4— 7gliedrigen Ring biiden; 

Q und Q' unabhangig voneinander Wasserstoff bedeuten, fur Konjugate stehen, welche die Eigenschaften von 
5 Antisense-Oligonucleotiden oder von Tripelhelix bildenden Oligonucleotiden gunstig beeinflussen oder als 
Markierung einer DNA Sonde dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucleotidanalogons an die Target- 
Nucleinsaure diese unter Bindung oder Quervemetzung angreift, oder Oligonucleotide bedeuten, die unmodifi- 
ziert Oder modifiziert sein konnen, wobei folgende Varianten beispielhaft fur einige Modifikationen stehen sollen 
(z. B. beschrieben in E Uhlmann and A. Peyman, Chemical Reviews 90 (1990) 543; "Protocols for Oligonucleoti- 
10 des and Analogs", Synthesis and Properties & Synthesis and Analytical Techniques, S. AgrawaL Ed, Humana 
Press, Totowa, USA 1993): 

a) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der 3'- und/oder der 5'-Phosphorsaurediesterbrucken, beispiekweise 
durch Phosphorothioat-, Phoshorodithioat-, NR^R^'-Phosphoramidat-, Boranophosphat- Phosphat- 

15 (Ci -C2i)-0-Alkylester. Phosphat-[(C€-C,2)Aryl-(C, -CzO-O-AlkyQester, 2A2-Trichlorodiinethylethyl- 

phosphonat-, (Ci — C8)-Alkylphosphonat- oder (Ce— Ci2)-Arylphosphonat-Brucken, wobei 
R" und R*' unabhangig voneinander fur Wasserstoff, (Ci-Cs)- Alkyl, (C6-C2o)^Aryl, (Q— Ci4)-Aryl- 
(C,-C8)-alkyl oder -(CH2)c-[NH(CH2)c]d-NR^R' steht, worin c eine ganze Zahl von 2 bis 6 und d eine 
ganze Zahl von 0 bis 6 ist, und R^ unabhangig voneinander Wasserstoff, (Ci-Ce)- Alkyl oder (Ci-O-Al- 

20 koxy-(C, -C6)-alkyl ist, bevorzugt R* und R^' fur Wasserstoff, (C, -C8>AIkyl oder Methoxyethyl. besonders 

bevorzugt fur Wasserstoff, (C1-C4)- Alkyl oder Methoxyethyl steht oder R* und R*' konnen auch zusam- 
men mit dem sie tragenden Stickstoffatom einen 5— 6gliedrigen heterocyclischen Ring biiden, derzusatzlich 
ein weiteres Heteroatom aus der Reihe O, S, N enthalten kann; 

b) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der 3'- oder 5'-Phosphorsaurediesterbrucken durch "De- 
25 phospho"-Brucken (s. z. B. Uhlmann und Peyman in "Methods in Molecular Biology", Vol. 20, "Protocols for 

Oligonucleotides and Analogs", S. Agrawal, Ed, Humana Press, Totowa 1993, Chapter 16. 355ffX beispiels- 
weise durch Formacetal, 3'-ThioformacetaI, Methylhydroxylamin, Oxim, Methylendimethylhydrazo, Dime- 
thylensulfon oder Silylgruppen; 

c) vollstandiger oder teilweiser Ersatz des Zuckerphosphat-Ruckgrats, beispielsweise durch "Morpholino- 
30 nucleosid"-OIigomere (E P. Stirchak et al. Nucleic Acids Res. 17 (1989) 6129) oder 'PNAs"(P. E Nielsen et 

al, Bioconj. Chem. 5 (1994) 3), oder PNA— DNA-Hybride wie beispielsweise in DE-P 44 08 528.1 (HOE 94/F 
057) beschrieben; 

d) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der P-D-2'-Desoxyriboseeinheiten. beispielsweise durch -D-2'-De- 
soxyribose, L-2'-Desoxyribose, 2'-F-2'-Desoxyribose, 2'-0-(Ci -C6)A]kyl-Ribose, 2'-0-(C2-C6)Alkenyl-Rj- 

35 bose, 2'-NH2-2'-desoxyribose, P-D-Xylofuranose, -Arabinofuranose, 2,4-Dideoxy-P-D-erythrohexo-pyrano- 

se. und carbocyclische (z. B. Froehler, J. Am. Chem. Soa 114 (1992) 8320) und offenkettige Zuckeranaloga 
(z. B. Vandendriessche et aL, Tetrahedron 49 (1993) 7223) oder Bicydo-Zuckeranaloga (z. B. M. Tarkov et aL 
Helv. Chim. Acta 76 (1993) 481); 

e) vollstandiger oder teilweiser Ersatz der naturlichen Nucleosid-Basen. beispielsweise durch 5-(Hydrox- 
40 ymethyl)uracil, 5-Aminouracil, Pseudouracil, DihydrouraciL 5-(C,-C6)-A!kyI-uracil, 5-{C2-C6)-Alkenyl- 

uracil.5-(C2-C6)-Alkinyluracil.5-(C,-C6)-Alkyl-cytosin,5-(C2-C6)-AIkenyl-cytosin.5-(C2-C6)-Alkinylcy- 
tosin, 5-nuoruracil 5-Fluorcytosin, 5-Chloruracil, 5-Chlorcytosin, 5-BromuraciI, 5-Bromcytosin oder 7-Dea- 
za-7-substituierte Purine. 

45 Q und Q' konnen auch fur Konjugate stehen, welche die Eigenschaften von Antisense-Oligonucleotiden oder 
von Tripelhelix bildenden Oligonucleotiden (wie beispielsweise Zellpenetration, Nucleaseabbau. Affinitat zur 
Target-RNA/DNA, Pharmakokinetik) gunstig beeinflussen oder als Markierung einer DNA Sonde dienen oder 
bei der Hybndisierung des Oligonucleotidanalogons an die Target-Nucleinsaure diese unter Bindung oder 
Quervemetzung angreift Beispiele dafur sind Konjugate mit Poly-Lysin, mit Interkalatoren wie Pyren, Acridin, 

50 Phenazin, Phenanthridin, mit fluoreszierenden Verbindungen wie Fluorescein, mit Cross-Linkem wie Psoralen, 
Azidoproflavm, mit lipophilen Molekulen wie (C,2-C2o)-Alkyl, mit Lipiden wie U-Di-hexadecyl-rac-glycerin 
mit Steroiden wie Cholestenn oder Testosteron, mit Vitaminen wie Vitamin E, mit Poly- bzw. Oligo-ethylengyl- 
col, mit (C,2-C,8)-AIkyI-Phosphatdiestem, mit -0-CH2-CH(OH)-0-(Ci2-C,8)-AlkyL Bevorzugt sind 
Konjugate mit lipophiien Molekulen wie (C,2-C2o)-Alkyl, mit Steroiden wie Cholesterin oder Testosteron, mit 

55 Poly- Oder Oligoethylenglykol. mit Vitamin E, mit Interkalatoren wie Pyren, mit (Ci4-CiB)-AIkyl-Phosphatdie- 
stem. mit -0-CH2-CH(OH)-0-(C,2-C,6)-AIkyl. Die Darstellung solcher Oligonucleotid-Konjugate ist 
dem Fachmann bekannt (s. z. B. Uhlmann & Peyman, Chem. Rev. 90 (1990) 543; M. Manoharan in "Antisense 
Research and Applications", Crooke and Lebleu, Eds, CRC Press, Boca Raton, 1993, Chapter 17, S. 303ff und 
EP-A 0 552 766). Weiterhin konnen die Oligonucleotide am 3' oder am 5'-Ende 3'-3'- und 5'-5'-Inversionen 

60 (beschrieben beispielsweise in M. Koga et aU J. Org. Chem. 56 (1 991) 3757) tragea 

Aromatische Gruppen sind beispielsweise Phenyl, Naphthyl. Pyrenyl, Anthracenyl, Phenanthryl, Biphenyl. 
BinaphtyLTetracenyi, Pentacenyl, Hexacenyl.TriphenyIenyl. Chrysenyl oder Benzopyrenyl. 

Unter heterocydische Gruppen sind beispielsweise Chromanvl, Chrom nylium-I-yl, Furanyl, Isochromanyl. 
Isochromenyl, Isoquinolyl, Piperazinyl. Quinolinyl, Pyridinyl, Pyrrolidinyl, Imidazyl, Tetrahydrofuranyl, Aziranyl, 

65 Oxiranyl, Thiophenyl, Pyrimidinyl, Thielanyl, Thiazolyl, Azepinyl, Pyrrolyl, Tetrahydropyrrolyl, Benzofuranyl, 
Indolyl, Isoindolyl, Isatinyl, Dioxindolyl, Indoxylyl, Coumarinyl, Coumaronyl, Carbazolyl, Pyrazolyl Pyrrolyl 
Indazolyi. Oxazolyl, Isoxazolyl. Thiazolyl, 1 ,2,4-Triazolyl, l,2,3-Triazoiyl,Tetrazolyl, Pentazolyi, Piperidinyl, Pyra- 
dizinyl, Phenazinyl. Phcnoxazinyl, Phenothiazinyl, Morpholinyl, Thiazinyl. Benzodiazepinyl. Purinyl. Xanthinyl, 
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Hypoxanthinyl. TTieophyllinyL TheobrominyL Coffeinyl, Pteridinyl. Pterinyl, Pteridinyl, AHoxazinyl und Nortro- 
pinyl zu verstehea 

Unter natiirlichen Nucleobasen werden z. B. Uracil, Cytosin, 5-Methyiuraci!, Adenin und Guanin und unter 
unnaturliche Nucleobasen werden z. B. 5-Nitroindol, 5-{Hydroxymethyl)-uracil, 5-Aminouracil, Pseudouracil, 
Dihydrouracil, 5-{Ci -C6)-Alkyl-uracil, 5-(C2-C6)-Alkenyl-uracil. 5-<C3-C6)-Alkinyluracil, 5-{Ci -C6)-Alkyl-cy- 
tosiit, 5-<C2-C6)-Alkenyl-cytosin, 5-(C3-C6)-Alkinyl-cytosin. 5-Fluoniracil, 5-Fluorcytosia 5-Chloruracil, 
5-Chlorcytosin, 5-Bromuracil, 5-Bromcytosin und 7-Deaza-7-substituierte Purine, wie 7-Deaza-7-(C3— CyValki- 
nylguanin, 7-Dea2a-7-(C3-C7)-alkinyladenin, 7-Deaza-7-(C2-C7)-aikenylguanin, 7-Deaza-7-(C2-C7>alkenyla- 
denin, 7-Dea2a-7-{Ci— C7)-allo'lguanin, 7-Dea2a-7-{Ci — C7^alkyladenin, 7-Deaza-7-bromguanin und 7-Deaza- 
7-bromadenin verstanden. 

Bevorzugt stehen unnaturliche Nucleobasen fur 5-(Ci — Q)- Alkyi-uracil, 5-(C2— Ce^Alkenyl-uracii, 
5-{C3-C6)-Aikinyl-uracil, 5-(C] -C6)-AlkyI-cytosin, 5-{C2-C6>Alkenyl-cytosin, 5-(C3-C6>-AIkinyl-cytosin, 
5-Fluoruracil, 5-Fluorcytosin, 5-Chloruracil, 5-Chlorcytosin, 5-Brorauracil, 5-Bromcytosin, oder 7-Deaza-7-sub- 
stituierte Purine wie 7-Deaza-7-(C3— C7)-alkinylguanin, 7-Deaza-7-{C3— C7)-a[kinyJadenin, 7-Deaza- 
7-{C2— C7)-alkenyIguanin, 7-Deaza-7-{C2— CrValkenyladenin, 7-Deaza-7-(Ct— C7)-aIkylguanin, 7-Deaza- 
7-(Ci— C7)-aIkyladenin, 7-Deaza-7-broniguanin und 7-Dea2a-7-bromadenin, besonders bevorzugt fOr 
5-{C3-C6)-AUryI-uracil, 5-(C2-C6)-Alkenyl-uracil, 5-{C3-C6)-Alkinyl -uracil, 5-(Ci-C6)-Alkyl-cytosin, 
5-{C2— CeVAlkenyl-cytosin, 5-{C3— C6)-Alkinyl-cytosin oder 7-Dea2a-7-substituierte Purine, und ganz besonders 
bevorzugt fur5-Pentinylcytosin,5-Hexinyluracil,5-Hexinylcytosin, 7-Dea2a-7-propinylgruanin, 7-Deaza-7-propi- 
nyladenin, 7-Deaza-7-niethylguanin, 7-Deaza-7-methyladenin, 7-Dea2a-7-propinyladenin, 7-Deaza-7-broragua- 
nin, 7-Deaza-7-bromadenia 

Reporter Liganden sind beispielsweise Fluorescein, Biotin, Acridin, Phenanthroiin, Phenanthridin und Eosin. 

Unter D- oder L-Aminosauren seien, falls nicht anders angegeben, besonders folgende genannt (vgL Schrdder, 
Liibke, Peptides, Band 1, New York 1965, Seiten XXII— XXIII; Houben-Weyl. Methoden der Organischen 
Chemie,BandXV/l und 2, Stuttgart 1974): 

Aad, Abu, Abu, ABz, 2ABz, Aca, Ach, Acp, Adpd, Ahb, Aib, Aib, Ala, Ala, Ala, AJg, All, Ama, Amt, Ape, Apm, 
Apr, Arg, Asn, Asp, Asu, Aze, Azi, Bai, Bph, Can, Cit, Cys, Cyta, Daad, Dab, Dadd, Dap, Dapm, Dasu, Djen, Dpa, 
Dtc, Pel, Gin, Glu, Gly, Guv, hAla, hArg. hCys. hGin, hGlu, His, hlle. hLeu, hLys, HMet, hPhe, hPro, hSer, hThr. 
hTrp, hTyr, Hyl, Hyp, 3Hyp, Ue, Ise, Iva, Kyn, Lant, Lcn, Leu, Lsg, Lys, Lys, Lys, Met, Mim, Min, liArg, NIe, Nva, 
Oly, Om, Pan, Pec, Pen, Phe, Phg, Pic, Pro, Pro, Pse, Pya, Pyr, Pza, Oin, Ros, Sar, Sec, Sem, Ser, Thi, Tia, Thr, Thy, 
Tbx, Tia, Tie, Tly, Trp, Trta, Tyr, Val etc, deren Abkiirzung ohne einen Stereodeskriptor fur den Rest in der 
L-Fonn steht, 

oder auch cyclische Aminosauren, wie z. B. PyrTolidin-2-carbonsaure; Piperidin-2-carbons§ure; 

lA3,4-Tetrahydroisochinolm-3-carbonsaure;DecahydroisochinoIin-3-carbonsaure; 

Octahydroindol-2-carbonsaure;Decahydrochinolin-2-carbonsaure; 

Octahydrocyclopenta[b]pyrrol-2-carbonsaure; 

2-Azabicyclo[2^3octan-3-carbonsaure; 

2- Azabicyclo{2il]heptan-3-carbonsaure ; 

2-Azabicyclo[3.1.0]hexan-3-carbonsaure; 

2-Azaspiro[4.4]nonan-3-carbonsaure; 

2-Azaspiro[43]decan-3-carbonsaure ; 

Spiro[(bicydo[22.l3heptan)-23-pyrrolidin-5-carbonsaure3; 

Spiro[(bicyclo[22^}octan)-23-pyrrolidin-5-carbonsaure]; 

2-A2atricyclo[43.0.1^'']decan-3-carbonsaure; 

Decahydrocyclohepta[b]pyrrol-2-carbonsaure; 

Decahydrocycloocta[b]pyrrol-2-carbonsaure; 

Octahydrocyck)penta[cjjyrrol2-carbonsiure,- 

Octahydroisoindol- 1 -carbonsaure ; 

233a,4,6a-Hexahydrocyclopenta[b]pyrToI-2-carbonsaure; 
233a,4,5,7a-HexahydroindoI-2-carbonsaure; 
Tetrahydrothiazol-4-carbonsaure; 
lsoxazoljdin-3-carbonsaure;Pyra2olidin-3-carbonsaure; 

Hydroxypyrrolidin-2-carbonsaure; die alle gegebenenfalls substituiert sein konnen: 
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■co- 



HO 




■CO- 



•CO- 


US-A 4344^49, US-A 4374,847, US- A 4350,704, EP-A 29 488, EP-A 31 74 1 . EP-A 46 953, EP-A 49 605, EP-A 49 
658, EP-A 50 800. EP-A 51 020, EP-A 52 870, EP-A 79 022, EP-A 84 164, EP-A 89 637, EP-A 90 341, EP-A 90 362, 
EP-A 105 102, EP-A 109 020, EP-A 1 1 1 873, EP-A 271 865 und EP-A 344 68Z 

AlkyI und davon abgeleitete Reste wie beispielswebe Alkoxy und Aikyithio konnen verzweigt, unverzweigt 
Oder cyclisch, gesattigt oder ein oder mehrfach ungesattigt sein. 

Bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, worin 
n eine Zahl von Null bis 50 bedeutet; 

B unabhangig voneinander fiir eine naturliche Nucleobase oder eine unnaturliche Nucleobase steht; 
L N bedeutet; 

A eine Gruppe der Formel lib bedeutet, worin 

r = 1 und s Null, und R^, = H und Y' = O und M eine Einf achbindung bedeuten; 
D und G CHR* bedeuten; 
R* fur Wasserstoff steht; 
X -O- bedeutet; 
Y =0 bedeutet; 

Z fur Hydroxy, Methoxy, Ethoxy, (4-Nitrophenol)ethoxy, Propoxy, iso-Propoxy, Butoxy, Pentoxy, Phenoxy oder 
Allyloxy steht; 

Q und Q unabhangig voneinander fur Oligonucleotide stehen, die unmodifiziert und modifiziert sein kdnnea 
wobei 

a) die 3'- und/oder 5'-Phosphorsaurediesterbrucken vollstandig oder teilweise durch Phosphorothioat-, 
Phoshorodithioat-, NR*R'*'-Phosphoramidat-, Phosphat-O-Methylester-, Phosphat-O-ethylester-, 
Phosphat-O-isopropylester-, Methylphosphonat- oder Phenylphosphonat-Brucken ersetzt sind; 

b) ein, zwei oder drei 3'- oder 5-Phosphorsaurediesterbrucken an den Pyrimidin-Positionen und am 5'-Ende 
und/oder am 3'-Ende durch Formacetale und/oder 3'-Thioforniacetale ersetzt sind; 

c) das Zuckerphosphat-RQckgrats voUstandiger oder teilweise durch "PNAs" oder PNA-DNA-Hybride 
ersetzt ist; 

d) die P-D-2'-Desoxyriboseeinheiten vollstandig oder teilweise durch 2'-F-2'-Desoxyribose, 
T-O-iCi — C6)-Alkyl-Ribose, 2'-0-(C2— Ce^Alkenyl-Ribose, 2'-NH2-2'-desoxyribose ersetzt sind; 

e) die naturlichen Nucleosid-Basen vollstandig oder teilweise durch 5-{Ci— CeVAIkyl-uracil, 5-{C2— C6)-A1- 
kenyl-uracil, 5-{C2-C6)-AlkinyI-uracil, 5-(C| -Ce^AIkyl-cytosin, 5-(C2-C6)-AlkenyI-cytosin, 5-{C2-C6)-A]- 
kinyl-cytosin, 5-Fluoruracil, 5-Ruorcytosin, 5-Chloruracil, 5-Chlorcytosin, 5-Bromuracil, 5-Bromcytosin, 
7-Deaza-7-(C2— C7)-alkinylguanin, 7-Deaza-7-{C2— C7)-alkinyladenin, 7-Dea2a-7-(C2— Cr)-alkenylguanin, 
7-Deaza-7-<C2— C7)-aIkenyladenin, 7-Deaza-7-(Ci C7)-alkylguanin, 7-Deaza-7-<Ci — C7)-alkyladenin, 7-Dea- 
za-7-bromguanin, 7-Dea2a-7-bromadenin ersetzt sind 

Besonders bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, worin 
n eine Zahl von 1 bis 30 bedeutet; 

Q und Q' unabhangig voneinander fur Oligonucleotide stehen, die unmodifiziert und modifiziert sein konnen, 
wobei 

a) die 3'- und/oder 5'-Phosphorsaurediestcrbrucken vollstandig oder teilweise durch Phosphorothioat-, 
Phosphorodithioat- oder Methylphosphonat- Brucken rsetzt sind; 

b) ein, zwei oder drei 3'- oder 5-Phosphorsaurediesterbrucken am 5'- und am 3'-Ende ersetzt sind; 

c) das Zuckerphosphat-Riickgrats voilstandiger oder teilweise durch "PNAs" oder PNA-DNA-Hybride 
ersetzt ist; 

d) die p-D-2'-Desoxyriboseeinheiten vollstandig oder teilweise durch 2'-F-2'-Desoxyribose, 
2'-0-(Ci -C4)-Alkyl-Ribose, 2'-0-(C2-C)-AlkenyI-Ribose,2'-NH2-2'-desoxyribose ersetzt sind: 

e) die naiurlichen Nucleosid-Basen vollstandig oder teilweise durch 5-(C3— C6)-Alkyl-uracil, 5-(C2— C6)-Al- 
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kenyl-uracil. 5-(C2-C6)-AlkinyI-uracil, 5-(C, -Ce^Alkyl-cytosin, 5-(C2-C6)-AIkenyI-cytosin, 5-(C2-C6)-AI- 
kinyl-cytosin,7-Deaza-7-(C2-C7)-aIkinylguanin.7-Deaza-7-(C2-C7)-alkinyIadenin, 7-Dea2a-7-(C2-C7)-al- 
kenylguanin. 7-Deaza-7-(C2-C7)-aIkenyladenin, 7-Dcaza-7-(Ci-C7)-alkylguanin, 7-Deaza-7-{Ci-C7)-al- 
kylad nin, 7-Deaza-7-bromguanin, 7-Deaza-7-broinadenin ersetzt sind. 

Ganz besonders bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, worin 
n eine Zahl von 1 bis 30 bedeutet; 

B unabhangig voneinander fur eine naturliche Nucleobase steht; 
Z fur Hydroxy, Ethoxy,(4-Nitrophenol)ethoxy oder Phenoxy steht; 

Q und Q' unabhangig voneinander fur Oligonucleotide stehen, die unmodifiziert und modifiziert sein konnen, 


a) die 3'- und/oder 5'-Phosphorsaurediesterbrucken volktandig oder teilweise durch Phosphorothioat- 
Brucken ersetzt sind; 

c) das Zuckerphosphat-Ruckgrats vollstandiger oder teilweise durch TNAs" oder PNA-DNA-Hybride 


d) die p-D-2'-Desoxyriboseeinheiten vollstandig oder teilweise durch 2'-0-Methyl-, 2'-0-AJlyI-. 2'-0-Butyl- 
ribose ersetzt sind; 

e) die naturlichen Nucleosid-Basen vollstandig oder teilweise durch 5-Hexinylcytosin, 5-HexinyIuracil, 
5-Hexinylcytosin, -Dea2a-7-propinylguamn, 7-Deaza-7-propinyladenin, 7-Dea2a-7-methylguamn, 7-Dea2a- 
7-methyladenin. 7-Deaza-7-propinyladenin,7-Dea2a-7-bromguanin, 7-Deaza-7-bromadenin ersetzt sind. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen der Formel I, in denen Q und Q' verknupft sind, 
d. h. ein cydisches Molekiil bilden, wobei auch die Moglichkeit gelten soil, daB Q und Q' zusammen eine 
Einfachbindung ergeben, 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Oligonucleotide bzw. modifizierte Oligonucleotide, beispielsweise 
PNA's, m welche Verbindungen der Formel I am 3'-Ende oder am 5'-Ende oder am 5'- und am 3'-Ende eingebaut 
sind. 

Die Verknupfung der Oligonucleotide mit den Verbindungen der Formel I erfolgt bevorzugt uber die 5'- oder 
3'-Hydroxygruppe der Nucleotidbausteine, ebenfalls uber eine Phosphonsauremonoesterbindung. In den For- 
meln XVIII und XIX wird die Verknupfimg mit Oligonucleotiden beispielhaft verdeutlicht 


R" steht hier fur H, OH, F. 2'-0-(C, -Ce^Alkyl. 2'-0-(C2-C6)-AIkenyl bevorzugt fur H oder Methoxy oder 
O-Allyl, besonders bevorzugt fur H steht Alle anderen Variablen sind oben erlautert 

Formel XX und Forme! XXI, worin die Variablen obige Bedeutung haben, verdeutlichen beispielhaft die 
Verknupfung mit PNA's. 


wobei 


ersetzt ist; 



XIX 



XX 



B 


"NH'VWWWr 


XX! 
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Die Kombinationen der erfindungsgemaBen Verbindungen (abgekurzt PMENA) mit Oligonucleotiden oder 
niodifi2ierten Oligonucleotiden, wie beispielsweise PNA's oder anderen Modifikationen, wie sie oben beschrie- 
ben sind, sollen schematisch nochmals verdeutlicht werden (OLIGO steht fur unmodlFizierte oder modifizierte 
Oligonucleotide): 

Beispiele fiir solche Kombinationen sind: 5 

5'-0LIG0-PMENA 
5'-PMENA-0L1GO 
5'-0LIG0-PMENA-0LlG0 

5'-OUGO-{PMENA-OLIGO)a (a •= 1 -20) lo 

5'-PMENA-0LIGO-PMENA 

5'-PMENA-{0UG0-PMENA)a(a = 1-20) 

Die Synthese dieser kombinierten Verbindungen erfolgt so. daC je nach Molekul zunachst mit der Synthese 
der PMENA-Bausteine, die im folgenden beschrieben wird, begonnen wird, die dann mit den Oligonudeotidbau- i5 
steinen gekoppeh werdea Dabei werden die Oligonucleotide nach dem Fachmann bekannten Methoden (Son- 
veaux, Bioorganic Chemistry 14 (1986) 274ff) durch Festphasensynthese oder durch Losungssynthese als Mono- 
nierbausteine oder durch Biockkondensation aufgekoppelL Die Kondensationen erfolgen wahlweise nach der 
Amidit-Methode, der H-Phosphonat-Methode oder dem Phosphortriester-Verfahren (Sonveaux, Bioorganic 
Chemistry 14 (1986) 274ff). Werden umgekehrt PMENA-Bausteine auf OLIGO-Bausteine gekoppelt. so erfolgt 20 
dies bevorzugt nach der in fi) beschriebenen Methode. Die Konjugation mit PNA-Bausteinen erfolgt in der 
gieichen Weise oder, wenn (monomere oder oligomere) PNA-Bausteine auf PMENA-Bausteine aufgekoppelt 
werden unter den dem Fachmann bekannten Methoden der Peptid-Synthese oder der Ester-Synthese. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin cin Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB man 25 

Hi) Verbindungen der Formel III 


worm 

D.G, Lund X oben genannte Bedeutungen haben und 
S' fiir eine geeignete Schutzgruppe steht, wie beispielswei 
Pbcyl, bevorzugt Monomethoxytrityl, 
mit Verbindungen der Formel IV 


! Dimethoxytrityl, Monomethoxytrityl, Trityi oder 35 


(fV) 


worm 

und oben genannte Bedeutungen haben, 
in einem geeigneten organischen Losungsmittel, beispielsweise in Methanol, Ethanol, iso-Propanol, Butanol, 
Acelonitril, Dichlormethan (DCM), Chloroform, BenzoL Dimethylformamid (DMF), Dimethylsulfoxid (DMSO), 
Diethylether, Essigsaureethylester (EE), Tetrahydrofuran (THF), N-Methylpyrrolidon, Petrolether, Xylol oder so 
Toluol oder Mischungen geeigneter Losungsmittel, bevorzugt in Methanol oder Ethanol, 
bei Temperaturen von 0°C bis 100°C, bevorzugt bei 10 bis 50° C umsetzt zu Verbindungen der Formel Va oder 
Vb 
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wobei bei der Wahl der Reaktionsbedirgungen, die dem Fachmann bekannt sind (z. B. in S.R. Sandl r, W. Karo 
"Organic Functional Group Preparations" Vol. II, Second Edition, Academic Press, London, 1986, Chapter 12 
("Imines")) darauf zu achten ist, daB sie mit der Schutzgruppe S' kompatibel sind. d. h. wird beispielsweise eine 
saurelabile Schutzgruppe wie die Monomethoxytrityischutzgruppe gewahlt, so sollte auf Saurezusatz bei der 
Reaktion verzichtet werden, 

bi) Verbindungen der Formel Va oder Vb mit Verbindungen der Formel Via oder VIb, vorzugsweise mit 
Verbindungen der Formel Via 


Y 



(Via) (VIb) 


worin 

Y wie oben definiert ist, 

X' und X" unabhangtg voneinander wie X definiert sind, 

und unabhangig voneinander Schutzgruppen bedeuten, wie beispielsweise Methyl, Ethyl, Phenyl. 2-ChIorp- 
henyl, 2.5-DichlorphenyI, 2,4-DichlorphenyI, 4-Nitrophenyi, 4-Methoxyphenyl, 2-Cyanoethyl, 2-{4-Nitrophe- 
nyl)ethyl, Allyl, Benzyl, 2A2-TrichIor-l,l-dimethylethyI, 4-Methoxybenzyl, 2A2-Trichlorethyl, 8-Hydroxychinno- 
lin Oder andere Phosphatschutzgruppen, wie sie dem Fachmann bekannt sind (Sonveaux, Bioorganic Chemistry 
14 (1986) 274ff), bevorzugt jedoch fur Methyl, Ethyl, Phenyl, 2-(4-NitrophenyI)ethyl, Allyl, 2A2-TrichIorethyI 
stehen. und 

L' fur eine Abgangsgruppe, vorzugsweise fur (Ci — Ct^AIkyi, steht, 

in einem geeigneten organischen Losungsmittel, beispielsweise in Methanol, Ethanol, iso-Propanol, Butanol, 
Acetonitril, Benzol, DMF, DMSO, DCM, EE, Chloroform, Diethylether, THF, N-Methylpyrrolidon, Petrolether, 
Xylol Oder Toluol oder Mischungen geeigneter Losungsmittel, bevorzugt in THF. bei Temperaturen von 0°C bis 
lOO'C, bevorzugt bei 50 bis 80° C, gegebenenfalls unter Zusatz von Basen, wie beispielsweise Tri-(Ci — C6)-alky- 
lamin, N-All^'lmorpholin, Pyridin, N,N-Dimethylaminopyridin, Butyllithium, Lithiumdiisopropylamid (LDA), 
Natriurahydrid, Nartiumamid, ICaliumcarbonat, Caesiumcarbonat, Kalium-tert-butylat oder komplexen Basen 
wie Natriumamid-R"ONa, webei R" fur(C2-C6)-Alkyl oder CH3CH2-O-CH2CH3 steht, oder ungeladenen, 
peralkyiierten Polyamino-Phosphazen-Basen (Schwesinger, Nachr. Chenn. Techn. Lab. 38 (1990) 1214; Angew. 
Chem. 99 (1987) 1212), bevorzugt jedoch ohne Basenzusatz, 

umsetzt zu Verbindungen der Formel VII 


Y 



{VII) 


worin 

D. G, L, R5. R6. S', S\ S\ X. X', X" und Y wie oben definiert sind; 

C|) Verbindungen der Formel VII mit Verbindungen der Formel VIII, 



(VIII) 


deren Synthese z. B. in Dueholm et al, J. Org. Chem. 59 (1994) 5767 beschrieben ist und 
worin 

A die oben genannte Bedeutung hat, 

B'''* die gleiche Bedeutung wie B hat, gegebenenfalls jedoch in geschutzter Form vorliegt, d. h. falls B fiir eine 
natiirliche oder unnatiirliche Nucleobase steht, so steht B^^ fur die Nucleobasen, deren Amino- bzw. Hydroxy- 
gruppen durch geeignete bekannte Schutzgruppen geschiitzt sind, wie beispielsweise die para-Nitrophenylethyl- 
Gruppe, die Benzoyl-Gruppe. die Allyl-Gruppe und die para-(t-Butyl)benzoylgruppe fur die Hydroxygruppe urd 
die Acetyl-, Benzoyl-, para-(t-Butyl)ben2oyl-, para-(Methoxy)ben2oyI-Gruppe, para-Nitrophenylethyloxycaru - 
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nyl-Gruppe, Isobutyryl-Gruppe, para-{t-ButyI)phenylacetyl-Gruppe, N,N-Diinethylfomiamidino, Fluorenylme- 
thyloxycarbonyl-Gruppe, Benzyloxycarbonyl-Gruppe, Phenoxyacetyl-Gruppe fur die Aminogruppe oder ande- 
re in der Oligonucleotid-Chemie fur Nudeobasen ub]ichen Schutzgruppen (Sonveaux, Bioorganic Chemistry 14 
( 1 986) 274ff ; Beaucage, Tetrahedron 49 ( 1 993) 2223ff), bevorzugt fur B*^*^ seien genannt: 



R'' Wasserstoff, l-Propinyl, l-Butinyl, l-Pentiryl oder 1-Hexinyl, insbesondere Wasserstoff, 1-Propinyl oder 
1-Hexinyl;und 

R' 5 Wasserstoff, DiphenylcarbamoyI oder 2-{4-Nitrophenyl)ethyi steht und 

R''' Acetyl, Benzoyl, para-(t-Butyl)benzoyl, para-(Methoxy)benzoyl, para-Nitrophenylethyloxycarbonyl, Isobuty- 
ryl, para^t-Butyl)phenylacetyl, Benzyloxycarbonyl oder Phenoxyacetyl bedeuten, und 

L? fur eine dem Fachmann bekannte Abgangsgruppe wie beispielsweise CI, Br, O— SO2M ethyl, O—SOzTrifluor- 
methyl, OTosylat, O— CeFs steht oder, falls A die Bedeutung von Formel lib hat auch fur OH stehen kann; 

in einem geeigneten organischen Losungsmittel, beispielsweise in Acetonitril, Benzol, DMF, DMSO, DCM, EE, 
Chloroform, Diethylether, Tetramethylhamstoff, THF, N-Methylpyrrolidon, Petrolether, Xylol, oder Toluol oder 
Mischungen geeigneter Losungsmittel, bevorzugt in DMF, bei Temperaturen von — 20°C bis lOO'C, bevorzugt 
bei 0 bis 50° C, gegebenenf alls unter Zusatz von Basen, wie beispielsweise Tri-(Ci — C6)-alkylamia N-Alkylmorp- 
holin, Pyridin, N,N-Dimethylan}inopyridin, Butyllithium, Lithiumdiisopropylamid (LDA), Natriumhydrid, Natri- 
uniamid, ICaliuincarbonat, Caesiumcarbonat, Kalium-tert-butylat oder komplexen Basen wie Natriumamid- 
R"ONa, wobei fiir (C2— CcVAIkyl oder CH3CH2— O— CH2CHJ steht oder ungeladenen, peralkylierten 
Polyamino-Phosphazcn-Basen (Schwesinger, Nachr. Chem. Techa Lab. 38 (1990)1214; Angew. Chem. 99 (1987) 
1212), falls A fur Formel lib und L^ fur OH steht, bevorzugt unter Zusatz von Triethylamin, Diisopropylethyla- 
min oder N-Ethylmorpholin oder ohne Basenzusatz und unter Zusatz eines zur Kjiupfung von Peptid-Bindungen 
(iblichen Kopplungsreagenzes, 

umsetzt zu Verbindungen der Formel IX 



A. BP^ D, G, U R5. R6 S', S\ X, X'. X" und Y wie oben definiert sind; 

di) aus Verbindungen der Formel IX die Schutzgruppe nach bekannten Verfahren (z. B. Greene. Wuts, 
Protective Groups in Organic Synthesis, J. Wiley & Sons, New York 1991) abspaltet, so z. B. fur Verbindungen 
der Formel IX, in denen und fiir 2-{4-NitrophenyI)ethyl stehen durch Behandlung mit O.IM 1,8-Diazabicy- 
cio[5,4,03undec-7-en (DBU) in Pyridin oder Acetonitril bei Raumtemperatur oder fur Verbindungen der Forme/ 
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IX, in denen und fur Phenyl oder Ethyl stehen durch Behandlung mil waBrigem^ Ammoniak oder fur 
Verbindungen dcr Formcl IX, in denen fiir 2-(4-Nitrophenyl)ethyl und fur Allyl steht durch Behandlung mit 
Pd[P(C6H5)3]4 und Triphenylphosphin in DCM (Hayakawa et aU J. Org. Chem. 58 (1993) 5551), oder fur Verbin- 
dungen der Formel IX, in denen fur 2-(4-Nitrophenyl)ethyl und fiir Allyl steht durch Behandlung mh O^M 
DBU in Pyridin oder Acetonitril oder fur Verbindungen der Formel IX in denen fur 2-Cyanoethyl und fur 
AHyl steht durch Behandlung mit Triethylamin in Pyridin, oder fur Verbindungen der Formel IX in denen fur 
2-{4- Nitrophenyl)ethyl und fur 2,2,2 -Trichlor- 1 .1 -dimethylethyl steht durch Behandlung mit Tributylphosphin. 

wobei man Verbindungen der Formel X erhalt 



worin 

A, BP^ D, G, L, R5, R« S^ X', X" und Y wie oben deFiniert sind; 

ei) aus Verbindungen der Formel IX die Schutzgruppe S' nach bekannten Verfahren (z. B. Greene, Wuts, 
Protective Groups in Organic Synthesis, J. Wiley & Sons, New York 1991, Sonveaux, Bioorganic Chemistry 14 
(1986) 274ff) abspaltet, so wird beispielsweise die Monomethoxytritylschutzgruppe durch Behandlung mit Saure 
abgespalten, beispielsweise durch Behandlung mit 80% Essigsaure, mit 1 —4% Dichloressigsaure in Methylen- 
chlorid oder Chloroform, mit 2% p-ToIuolsulfonsaure in DCM/Methanol oder durch Behandlung mit 1% 
Trifluoressigsaure in Chloroform, 

wobei man Verbindungen der Formel XI erhalt 



worin 

A, BP«, D, G, U R5, R«, S^ S\ X, X', X" und Y wie oben definiert sind; 

fi) Verbindungen der Formel XI mit Verbindungen der Formel X gemSB dem aus der Oligonucleotid-Chemie 
(Sonveaux, Bioorganic Chemistry 14 (1986) 274ff, Reese, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1993, 2291f0 bekannten 
"Phosphotriester- Verfahren" in einem geeigneten organischen Losungsmittel, wie Acetonitril, Benzol, DMF, 
DMSO, DCM, EE, Chloroform, I>iethylether. Tetramethylhamstoff, THF, N-Methylpyrrolidon. Petrolether, 
Xylol Oder Toluol oder Mischungen geeigneter Losungsmittel, bevorzugt in Pyridin, bei Temperaturen von 
— 20°C bis lOCC, bevorzugt bei 0 bis 50° Q unter Zusatz eines Kopplungsreagenzes, wie beispielsweise 
6-Nitrobenzotriazol-l-yloxytris(dimethylamino)-phosphonium Hexafluorophosphat (NBOP, Hashmi, Nucleosi- 
des, & Nucleotides 13 (1994)1059). N,N-Bis[2-oxo-3-oxazolidinyl]phosphordiamidchIorid (ICatti, Tetrahedron 
Lett. 26 (1985) 2547), 2-Chloro-5,5-dimethyl-2-oxo-l,3,2-dioxaphosphorinan (Stawinski, Nucl. Acids Res, Symp. 
Ser. 24, 1 99 1, 229) oder einer Verbindung der Formel XII 


O 



(XII) 


worin 

R»^ fiir (C6-Ci2)-Aryl, gegebenenfalls ein bis vierfach substituiert durch (Ci -C6)-Alkyl, (C| — C6)-Alkoxy, Nitro, 
Chlor, Brom und wobei gegebenenfalls ein bis 3 C-Atome durch Heteroatome, bevorzugt Stickstoff substitui*. '■i 
sind, d. h. beispielsweise fur Phenyl, Tolyl, 2,4,6-Trimethylphenyl, 2,4,6-Triisopropylphenyl, 2,3,5,6-Tetrametr • - 
benzol (Losse, Liebigs Ann. Chem. 1989, I9ff), 4-Brombenzol, 2-Nitrobenzol, 4-Nitrobenzol, 8-Chinolyl stent, 
bevorzugt fiir 2,4,6-Trimethylphenyl oder 2,4,6-Triisopropylphenyl, und 

R" fiir eine Abgangsgruppe wie beispielsweise Chlor, Brom, Imidazol, Triazol, 4-Nitroimidazol, 1 A3,4-Tetrazol, 
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3-Nitro-U,4-Triazol steht 

bevorzugt unter Zusatz eines Kopplungsreagenzes der Verbindung der Formel XII, 

gegebenenfalls unter Zusatz eines Katalysators (Reese, J. Chem. Soa Perkin Trans. 1993, 2291 ff), wie beispiels- 
weise N-Methylimidazol, Pyridin-N-oxiden wie erwa 4-Methoxy-pyridin-N-oxid oder 4-Ethoxy-pyriciin-N-oxid, 
4,6-Dinitro- 1 -hydroxybenzotriazol. l-Hydroxyo-phenyUetrazol, 1 •Hydroxy-(5-(4-nitrophenyl)tetrazol 3-Nitro- 
lH-lA4-triazol, 5-(3-Nitrophenyl)-lH-tetrazol. 5-(3,5-Dinitrophenyl)-lH-tetrazol, 5-<l-methylinudazoi- 
2-yl)-l H-tetrazol, 5-[(l-methylimidazol-2-y!)methyI]-lH-tetrazoi oder l-Hydroxy-4-nitro-6-(trifluormethyl)ben- 
zotriazol, bevorzugt rait 4-Ethoxypyridtn-N-oxid oder 4-Methoxy-p5Tidtn-N-oxid als Katalysator, 
wobei die Hersteliung der Kopplungsreagenzien in situ erfolgen kann. oder aber separat erfolgen und die 
Losung der aktivierten Spezies in einem geeigneten Losungsmittel zugegeben werden kann, 

zu Verbindungen der Formel XIII 



wonn 

A, B^^, D, G, L, Re, S', S\ S\ X. X', X" und Y wie oben definiert sind; 

gi) ausgehend von Verbindungen der Formel XIII die Schritte ei) und fi) bis zur gewunschten Kettenlange 
wiederholt wobei Verbindungen der Formel XFV resultieren. 


worm 

A, BP^ D, G, L, R5, R^ S', S\ S^ X, X', X", Y und n wie oben definiert sind; 

45 

hi) die Schutzgruppen S', S-, und S' und die Schutzgruppen an B'''* nach bekannten Verfahren abspaltet (z. B. 
Greene, Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, J. Wiley & Sons, New York 199 1 X d. h. beispielsweise die 
Schutzgruppe S' wie in Schritt ei) beschrieben, die Schutzgruppen S^ oder S^ falls sie fur 2-(4-NitrophenyI)ethyl 
stehen, durch Behandlung nut 03M l,8-Diazabicyclo[5,4,0]undec-7-en (DBU) in Pyridin oder Acetonitril bei 
Raumtemperatur, falls oder fur Phenyl stehen, durch Behandlung mit waBrigem Ammoniak, falls oder so 
far Allyl stehen, durch Behandlimg mit Pd[P(C€H5)3]4 und Triphenylphosphin in DCM (Hayakawa et aL, J. Org. 
Chem. 58 (1993) 5551), falls oder fur 2-Cyanoethyl stehen, durch Behandlung mit Triethylamin in Pyridin, 
Oder falls oder S' fOr 2,2,2-Trichlor-l,l-dimethylethyI stehen, durch Behandlung rait Tributylphosphin, und die 
Schutzgruppen an B™, beispielsweise falls R'* fur para-Nitropbenyleth>ioxycarbonyl steht, mit 03M DBU in 
Pyridin, falls R'^ fur Isobutyryl oder Benzoyl oder para-(Methoxy)benzoyl steht, mit konz. NH4OH bei 20 bis ss 
60° C Oder, falls R'^ fiir 2-<4-Nitrophenyl)ethyl steht, durch Behandlung mit 05M DBU in Pyridin oder Acetoni- 
tril; 

und gegebenenfalls die Gruppen Q und O' nach dem Fachmann bekannten Verfahren einfuhrt{s. z. B. Uhlmann 
& Peyman, Chem. Rev. 90 (J990) 543; M. Manoharan in "Antisense Research and Applications", Crooke and 
Lebleu, Eds., CRC Press, Boca Raton, 1993, Chapter 17, S. 303ff; EP-A 0 552 765; S. Agrawal in Methods in 60 
Molecular Biology, VoL 26, S. 93ff, Humana Press, Totowa 1994X und gegebenenfalls die erhaUenen Verbindun- 
gen gemaB Wang, Nucl. Acids Res. 22 (1994) 2326 cyclisiert, wodurch Verbindungen der Form 1 1 resultieren. 

Kopplungsreagenzien zur Knupfung von Peptid-Bindungen (siehe Ci)) sind beispielsweise beschrieben in 
Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Band 15/2. Georg niieme Verlag Stuttgart 1974 und weitere 
Reagenzien wie z. B. BOP (B. Castro. J.R Dormoy. G. Evin and C. Selve, Tetrahedron Lett 1975, 1219-1222). 65 
PyBOP (J. Coste, D. Le-Nguyen und B. Castro, Tetrahedron Lett 1990, 205 - 208), BroP(J. Coste, M.-N. Dufour, 
A. Pantaloni und B. Castro, Tetrahedron Lett 1990. 669-672), PyBroP (J. Coste, E Frerot. P. Jouin und B. Castro, 
Tetrahedron Lett. 1991, 1967—1970) und Uronium-Reagenzien, wie z. B. HBTU (V. Dourtoglou, B. Gross. V. 
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Lambropoulou, C Zioudrou, Synthesis 1 984, 572 - 574), TBTU. TPTU, TSTU. TNTU (R. Knorr, A. Trzeciak, W. 

Bannwarth and D. Gillessen, Tetrahedron Letters 1989, 1927 — 1930), TOTU (EP-A-0 460 446), HATU (L-A 

Carpino, J. Am. Chem. Soc 1993, 1 15, 4397-4398), HAPyLT, TAPipU (A. Ehrlich, S. Rothemund, M. Brudel, m! 

Beyermann, L.A. Carpino und M. Bienert, Tetrahedron Lett 1993, 4781 -4784), BOI (K, Akaji, N. Kuriyama, T 
5 KJmura, Y. Fujiwara und Y. Kiso, Tetrahedron Lett 1992. 3177-3180) oder Saurechloride bzw. Saurefiuoride (L 

A. Carpino, H. G. Chao. M. Beyermann and M. Bienert, J. Org. Chem, 56 (1991), 2635; J.-N. Bertho, A. Loffet, C 

Pinel, F. Reuther and G. Sennyey in E Giralt and D. Andreu (Eds.) Peptides 1990, Escora Science Publishers B. V. 

1991, pp. 53- 54; J. Green und K. Bradley, Tetrahedron 1993, 4141-4146), 2,4,6- M esityIensulfonyl-3-nitro- 

lA4-tna2olid (MSNT) (B. Blankemeyer-Menge. M Nimitz und R Frank, Tetrahedron Lett 1990, 1701-1704) 
10 2^-Diphenyl-23-dihydro-3-oxo-4-hydroxythiophendioxid (TDO) (R. Kirstgen, R.C Sheppard, W. Steglich, J. 

Chem. Soc. Chem. Commun. 1987, 1870— 1871) oder aktivierte Ester (D. Hudson, Peptide Res. 1990, 51 -55) in 

den jeweiligen Literaturstellen. 

Bevorzugt ist femer die Verwendung von Carbodiimiden, z. B. Dicyclohexyicarbodiimid oder Diisopropylcar- 

bodiimid. Bevorzugt verwendet werden ebenfalls Phosphonium-Reagenzien, wie z. B. PyBOP oder PyBroP 
15 Uronium-Reagenzien,wiez. B.HBTU, TBTU, TPTU, TSTU, ThnrU.TOTTUoderHATU.BOL 

Dabei kann die Kopplung direkt durch Addition von Verbindungen der Formel VIII mit dem Aktivierungsrea- 

genz und gegebenenfalls unter Zusatz von Additiven wie z. B. l-Hydroxybenzotriazol (HOBt) (W. Konig R. 

Geiger, Chem. Ber. 103, 788 (1970)) oder 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydrobenzotriazin (HOObt) (W. Konig' R. 

Geiger, Chem. Ber. 103, 2034 (1970)) durchgefuhrt werden oder aber die Voraktivierung des Bausteines als 
20 aktivierter Ester kann separat erfolgen und die Losung der aktivierten Spezies in einem geeigneten Losungsmit- 

tel zugegeben werden. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel I, worin 
n 1 bis 100 bedeutet das dadurch gekennzeichnet ist daB man in den Verbindungen der Formeln XV und XVI, 


25 



(XV) 


L. J p (xvi) 

50 worin 

A, BPR, D, G, U R5. R« S'. S2, S^ X, X', X" und Y wie oben definiert sind, 
o und p unabhangig voneinander Null bis 50, bevorzugt Null bis 20 und 
o+p+1 =nbedeuten; 

55 az) in den Verbindungen der Formel XV die Schutzgruppe S' wie unter e, ) beschrieben abspaltet 

bz) in den Verbindungen der Formel XVI die Schutzgruppe wie unter di) beschrieben abspaltet und 

Cz) die entstehenden Verbindungen wie unter fi) beschrieben miteinander koppeU, wobei Verbindungen der 
60 Formel XIV resultieren. 


65 
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2 Y 

X" oB^ne 


° 


wonn 

A, BP^ D, G, L, R5, R« S', X, X', X", Y und n wie oben definiert sind, 

d2) und diese wie unter hi) beschrieben zu Verbindungen der Formel I umsetzt 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel 1, das 
dadurch gekennzeichnet daB man 

as) Verbindungen der Forme! X, 


worm 

A, B•'^ D, G, L, R5, R«, S', S^, X, X', X" und Y wie oben definiert sind, 

nach bekannten Verfahren uber einen SPACER an einen festen Trager koppelt, zu Verbindungen der Forme! 
XVII 



worin 

A, B''^ D, G. U R*, R« S'. S^, X X'. X" und Y wie oben definiert sind, so 
SS fur einen zur Festphasensynthese geeigneten festen Trager steht, wie beispieisweise Arainopropyl-CPG 
(CPG = "Controlled Pore Glass) oder «Tentagel, und 

SPACER for eine vom TrSger nach erfolgter Synthese abspaltbare Gruppe steht, wie sie dem Fachmann 
bekannt sind (Sonveaux, Btoorganic Chemistry 14 (1986) 274ff), beispieisweise die Bis(hydroxyethyl)sulfonyl- 
gruppe, wie sie in EP-A 0 552 766 (HOE 92/F012) beschrieben ist, oder SPACER fur bisfunktionelle Konjugat- 55 
molekiMe Q, die uber bekannte abspaltbare Gruppen an den festen Trager geknupft werden, beispieisweise fiir 
Nucleotide oder Oligonucleotide, die uber einen Bemsteinsaurerest an den festen Trager gebunden werden 
(Sonveaux, Bioorganic Chemistry 14 (1 986) 274ff)oder Poly- bzw. OJigoethylenglykole, die uber einen Bemstein- 
saurerest an den festen Trager gebunden werden (Jaschke, Tetrahedron Lett. 34 (1993) 301 ) oder beispieisweise 
Cholesterinderivate, die Ober einen Bemsteinsaurerest an den festen Trager gebunden werden (MacKel)ar, Nucl. 60 
Acids Res. 20 ( 1 992) 34 11 ) steht; 

bj) aus Verbindungen der Formel XVll, 
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A. BP^ D, G, U R5. R6 S', S^, SS, SPACER, X, X', X" und Y wie oben definiert sind, 
15 die Schutzgruppe S' wie unter ei) beschrieben abspaltet; 

C3) die resultierende Verbindung mit Verbindungen der Formel X, 


S- 


H 


A, B^^ D, G, L, R*, R«, S', S\ X', X" und Y wie oben definiert sind, wie unter f 1) beschrieben umsetzt; 
63) die Schritte bs) und C3) bis zur gewunschten Kettenlange wiederholt; 

es) gegebenenfalls Konjugate Q' durch bekannte Verfahren (s. z. B. Uhlmann & Peyman. Chem. Rev. 90 (1990) 
543; M. Manoharan in "Antisense Research and Applications", Crooke and Lebleu, Eds, CRC Press, Boca Raton, 
1993, Chapter 17. S. 303ff; EP-A 0 552 756; S. Agrawal in "Methods in Molecular Biology", VoL 26 S 93ff 
Humana Press, Totowa 1994) aufkoppelt; . • . 

fs) die so erzeugten Verbindungen nach bekannten Verfahren vom festen Trager abspaltet, beispielsweise den 
Bis(hydroxyethyl)suIfonyl-Linker, wie in EP-A 0 552 766 (HOE 92/F012) beschrieben, durch Behandlung mit 
DBU, den Bemsteinsaure-Linker durch Behandlung mit waBrigem Ammoniak und die Schutzgruppen wie in 
Scnntt hi) beschrieben, wobei die Abspaltung der Schutzgruppen auch vor der Spaltung vom Trager erfolgen 

Die Verbindungen der Formei I finden ais Inhibitoren der Genexpression Verwendung. Gegenstand der 
Erfindung smd daher die Verwendung von therapeutisch wirksamen erfindungsgeraaBen Verbindungen zur 
Herstellung ernes Arzneimitteis sowie ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daS man die erfindungsgeraaBen Verbindungen mit einem physioiogisch annehmbaren Trager sowie 
gegebenenfalls geeigneten Zusatz- und/oder Hilfsstoffen vermischL 

Als therapeutisch wirksame Verbindungen versteht man im allgemeinen solche, die aufgrund der Abfolge der 
Bausteine B, die den Nucleobasen entsprechen eine Funktion ausuben als Analoge von Antisense Oligonucleoti- 
den, Tnpelhehxbiidende-OIigonucleotiden, Aptameren (RNA oder DNA-Molekule die an spezifische Zielmole- 
kule, z. B. Proteine oder Rezeptoren, binden kSnnen (z. B. LC Bock et al. Nature 1992, 355, 564) oder Ribozyme 
(katalytische RNA. s. z. B. Castanetto et aL, Critical Rev. Eukar. Gene Expr. 1992, 2, 331X insbesondere als 
Analoge von Antisense-Oligonucleotiden und Tripelhelbc-bildende-OIigonucleotiden. 

Daruberhinaus ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung der erfindungsgeraa- 
Ben Verbindungen als Diagnostikum. beispielsweise zur Detektion der Prasenz oder Absenz oder der Menge 
eines spezifischen doppelstrangigen oder einzelstrangigen Nucieinsauremolekuls in einer biologischen Probe. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen haben fiir die erfindungsgemaBe Verwendung eine Lange (n-1) von ca. 
6- 100, vorzugsweise von ca. 10-40. insbesondere von ca. 12-31 Nucleotiden. Ansonsten gelten auch hier die 
oben beschriebenen Vorzugsbereiche, Modifikationen bzw. Konjugationen. 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung konnen beispielsweise zur Behandlung von Erkrankungen, die 
durch Viren hervorgerufen werden. beispielsweise durch HIV, HSV-1, HSV-2, Influenza, VSV, Hepatitis B oder 
Papilloma Viren, verwendet werden. 

ErfindungsgemaBe Sequenzen (Basenabfolgen), die gegen solche Targets wirksam sind, sind beispielsweise: 

a)gegenHIV,z.B. 
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5'-GGGGACACCCAATTCTGAAAATGG<3G-3' 
5'-GGGGACACCCAATTCTGAAAATGGGG-3' 
5'-GGGGACACCCAATTCTGAAAATGGGG-3' 

(1) 

5'-GGGAGGTCCCTGTTCGGGCGCCAGGGG-3 
5'-GGGAGGTCCCTG.TTCGGGCGCCAGGGG-3 

01) 

5'-GGGGTCCCTGTTCGGGCGCCAGGGG-3' 
(XXVI) 

5'-GGGGTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATA A-3' Oder 
5'-GGGGTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATA A-3' oder 
5'-GGGGTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATA A-3' oder 
5'-GGGTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATA A-3' 
(111) 

5'-G CTATGTCGACACCCAATTCTGAAAGGGG-3' oder 
5'-G CTATGTCGACACCCAATTCTGAAAGGGe-3' Oder 
5'-G CTATGTCGACACCCAATTCTGAAAGGGG-3' oder 
5'-G CTATGTCGACACCCAATTCTGAAAGGGG-3' oder 
5'-G CTATGTCGACACCCAATTCTGAAAGGG-3' 
(IV) 

5'-GTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTCCTGGGG oder 
5'-GTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTCCTGGGGG oder 
5'-GTCGCTGTCTCCGCTTCTTCTTCCTGGGGGG oder 
(V) 

5'-GTCTCCGCTTCTTCTTCCTGCCATAGGGGG oder 
5'-GTCTCCGCTTCTTCTTCCTGCCATAGGGG oder 
(VI) 

b)gegen HSV-l,z.B. 


Oder 
Oder 


Oder 
Oder 
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5'-G CGGGGCTCCATGGGGGTCGG G-3' 
5'-G GCGGGGCTCCATGGGGGTC G-3' 


Oder 


Oder 


(VIJ) 


5'-G GGGAGGATGCTGAGGAGGGGG 
5'-G GGGAGGATGCTGAGGAGGGG 


Oder 


Oder 


IXXVIII) 


5'-G GGGGAGGATGCTGAGGGGG oder 
5'-GGGGAGGATGCTGAGGGGG oder 
(XXIX) 


5'-G GGCAGGAGGATGCTGAGGAGGGGG oder 
5'-G GGGCAGGAGGATGCTGAGGAGGGGG oder 
(XXX) 


Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur Behandlung von Krebs oder 
der Restenose. Beispielsweise konnen dabei Sequenzen (Basenabfolgen) zum Einsatz kommen, die gegen Tar- 
gets gerichtet sind, die fur Krebsentstehung bzw. Krebswachstum verantwortlich sind. Solche Targets sind 
beispielsweise: 

1) Nucleare Onkoproteine wie beispielsweise c-myc, N-myc, c-myb,c-fos, c-fos/jun, PCNA, pI20 

2) Cytoplasmische/Membran-assoziierte Onkoproteine wie beispielsweise El-ras, c-Ha-ras, N-ras, rrg, bcl-2, 
cdc-2, c-raf-1, c-mos, c-src, c-abi 

3) Zellulare Rezeptoren wie beispielsweise EG F-Rezeptor, c-erbA, Retinoid-Rezeptoren, Protein-Kinase 
regulatorische Untereinheit, c-fms 

4) Cytokine, Wachstumsfaktoren, Extrazellulare Matrix wie beispielsweise CSF-1, IL-6, IL-la, IL-lb, IL-2, 
IL-4, bFGF, Myeloblastin, Fibronectin, 

ErFindungsgemaBe Sequenzen (Basenabfolgen), die gegen solche Targets wirksam sind, sind beispielsweise 

a) gegen c-Ha-ras, z. B. 


5'-GGGGCAGCTGCAACCCAGCGGGG-3' 
5'-GGGCAGCTGCAACCCAGCGGGG-3' oder 
5'-GGGGCAGCTGCAACCCAGCGGGG-3' 


Oder 


Oder 


(VIII) 


c) c-myc, z. B. 
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5'-GGGGCTGCTGGAGCGGGGCACA C-3' oder 
5'-GGGGCTGCTGGAGCGGGGCACACGGC3 G-3' oder 
5'-GGGGCTGCTGGAGCGGGGCACAC -3' oder 

(IX) 


5'-GGGGAACGTTG AG G G G C A T-3' oder 
5'-GGGGAACGTTGAGGGGCATGGGG-3' oder 

(X) 


d)c-myb,z.B. 

5'-GGGGTGCCGGGGTCTTCGGGC -3' oder 
5'-GGGGTGCCGGGGTCTTCGGGCGGGG-3' oder 

(XI) 


5'-GGGGTGCCGGGGTCTTCGGGGG-3' oder 
5'-GGGGTGCCGGGGTCTTCGGGGG-3' oder 
(XXVII) 

e) c-fos, z. B. 

5'-G GGGGAGAACATCATGGTCGAAA G-3' oder 
5'-G GGGGAGAACATCATGGTCGAAAGGG G-3' oder 
5'-GGGGAGAACATCATGGTCGAAAGGG G-3' Oder 
5'-G GAGAACATCATGGTCGAAAGGGG G-3' oder 

(XII) 


5'-CCCGAGAACATCATGGTCGAAGGGGG-3' 

(XIII) 

5'-GGGGAAAGCCCGGCAAGGGGG-3' oder 
5--GGGGGAAAGCCCGGCAAGGGGG-3' 

(XIV) 


f) pi 20 2.8. 
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5'-C ACCCGCCTTGGCCTCCCACGGGG G-3' od r 
5'-C ACCCGCCTTGGCCTCCCACGGGG -3' oder 

(XV) 

g) EGF-Rezeptor, z. B. 

5'-GGGGACTCCGGCGCAGCGC-3' oder 
5'-GGGGACTCCGGCGCAGCGCGGGG-3' oder 
5'-GGGGGACTCCGGCGCAGCGCGGGG-3' oder 

. (XV!) 


5'-GGGGCAAACTTTCTTTTCCTCC-3' oder 
5'-GGGGCAAACTTTCTTTTCCTCCGGGG-3' oder 

(XVII) 

h) p53 Tumorsuppressor, z. B. 

5'-GGGGGAAGGAGGAGGATGAGG-3' oder 
5--GGGGGAAGGAGGAGGATGAGGGGG-3' oder 

(XVIII) 


5'-GGGGCAGTCATCCAGCTTCGGAG-3- oder 
5'-GGGGCAGTCATCCAGCTTCGGAGGGG-3' oder 

(XIX) 

i)bFGF.z.B. 

5'-G GGGCTGCCATGGT CC C-3' 
5'-G GGGCTGCCATGGT CCCGGG G-3' 

(XXXI) 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise femer zur Behandlung von Erkran- 
kungen, die durch Integrine oder Zell-Zell-Adhasionsrezeptoren beeinfluBt werden, beispielsweise durch VLA-4 
VLA-2, ICAM Oder ELAM. 

ErfindungsgemaBe Sequenzen (Basenabfotgen), die gegen soiche Targets wirksam sind,sind beispielsweise 

a) VLA-4, z. B. 
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5'-G GGGCAGTAAGCATCCATATC-3' Oder 
5'-G GGGCAGTAAGCATCCATATCGGGG-3' Oder 

(XX) 

b) ]CAM,z.B. 

5'-GGGGCCCCCACCACTTCCCCTCT C-3' Oder' 
5'-CCCCCACCACTTCCCCTCTCGGG G-3' Oder 
5'-GGGGCCCCCACCACTTCCCCTCTCGGG G-3' Oder 
(XXl) 

5 *-G GGCTCCCCCACCACTTCCCCTCGGGG-3' Oder 
5'-GGCTCCCCCACCACTTCCCCTCGGGG-3' Oder 
(XXIi) 

5--GGGGCTGGGAGCCATAGCGAGG-3' oder 
5'-GGGGCTGGGAGCCATAGCGAGGGG-3' oder 
5'-GGGGCTGGGAGCCATAGCGAGGGGG-3' Oder 
(XXJJI) 

c) ELAM-l,z.B. 

5'-ACTGCTGCCTCTTGTCTCAGGGG-3' Oder 
5'-GGGGACTGCTGCCTCTTGTCTCAGGGG-3' oder 
(XXIV) 

5'-GGGGCAATCAATGACTTCAAGAGTTC-3' oder 
5'-CAATCAATGACTTCAAGAGTTCGGGG-3' 
(XXV) 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise ferner zur Behandlung von Erkran- 
kungen, die durch Faktoren wie TNF alpha ausgeldst werden. 
Erf indungsgemaBe Sequenzen (Basenabfoigen), die gegen solche Targets wirksam sind, sind beispielsweise 

a)TNF-alpha,2.B. 
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5'-G GGGTCATGGTGTCCTTTGCAGCC oder 

5'-G GGGTCATGGTGTCCTTTGCAGCCGGGG oder 

5'-G GGGTCATGGTGTCCTTTGCAGCCGGGGG oder 
(XXXII) 


5'-G GGGTCATGGTGTCCTTTGCAGGGGG oder 
5'-TCATGGTGTCCTTTGCAGGGGG 
(XXXIII) 

Die A.rzneimittel konnen z. B. in Form von pharmazeutischen Praparaten, die man beispielsweise topisch oder 
oral, z. B. in Form von Tabletten, Dragees, Hart- oder Weichgelatinekapsein, Losungen, Emulsionen oder 
Suspensionen verabreichen kann, verwendet werden. Sie kSnnen auch rektal z. B. in Form von Suppositorien 
oder parenteral z. B. in Form von Injektionsldsungen verabreicht werden. Fur die Herstellung von pharmazeuti- 
schen Praparaten konnen diese Verbindungen in therapeutisch inerten organischen und anorganischen Tragem 
verarbeitet warden. Beispiele von solchen Tragem fur Tabletten, Dragees und Hartgelatinekapseln sind Lakto- 
se, Maisstarke oder Derivate davoa Talk und Stearinsaure oder Salze davon. Geeignete Trager fur die Herstel- 
lung von Losungen sind Wasser, Polyole, Saccharose, Invertzucker und Glucose. Geeignete Trager fur Injek- 
tionslosungen sind Wasser, Alkohole, Polyole, Glycerol und pflanzliche Ole. Geeignete Trager fur Suppositorien 
sind pflanzliche und gehartete Ole, Wachse, Fette und halbflussige Polyole. Die pharmazeutischen Praparate 
kdnnen auch Konservierungsmittel, Losemittel, Stabilisierungsmittel, Netzmittel, Emulgatoren, SuBstoffe, Farb- 
stoff e, Geschmacksmittel, Salze zur Veranderung des osmotischer Drucks, Puffer, Oberzugsmittel, Antioxidanti- 
en, sowie ggf. andere therapeutische Wirkstoffe enthalten. Eine bevorzugte Applikation ist die orale Applikation. 
Eine weiiere bevorzugte Form der Verabreichung ist die Injektion. Hierzu werden die Antisense-Oligonucleoti- 
de in einer flussigen Losung, vorzugsweise in einem physiologisch annehmbaren Puffer, wie z. B. Hank's Losung 
oder Ringer's Losung, formuliert. Die erfindungsgemaBen therapeutisch wirksamen Verbindungen k5nnen aber 
auch in fester Form formuliert werden und vor dem Gebrauch geldst oder suspendiert werden. Die fOr die 
systematische Verabreichung bevorzugten Dosierungen betragen ca. 0,01 mg/kg bis ca. 50 mg/kg Korperge- 
wicht und Tag. 

Sequenzliste 

ACACCCAATTCTGAAAATGG (I), 
AGGTCCCTGTTCGGGCGCCA (II), 
GTCGACACCCAATTCTGAAAATGGATAA (III), 
GCTATGTCGACACCCAATTCTGAAA (IV). 

GTCrCCGCTTCTTCrrCCTGCCATAGG (VIX 
GCGGGGCTCCATGGGGGTCG (VI I), 
CAGCTGCAACCCAGC (VIII), 
GGCTGCTGGAGCGGGGCACAC (IX), 
AACGTTGAGGGGCAT (X), 
GTGCCGGGGTCTTCGGGC (XIX 
GGAGAACATCATGGTCGAAAG (XIIX 
CCCGAGAACATCATGGTCGAAG (XIII), 
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GGGGAAAGCCCGGCAAGGGG (XIV). 
CACCCGCCTTGGCCrCCCA.C (XV), 
GGGACrCCGGCGCAGCGC (XVI). 

GGCAAAcnrcmrccrcc (xvii). 

GGGAAGGAGGAGGATGAGG (XVIII), 
GGCAGTCATCCAGCTTCGGAG (XIX), 
GCAGTAAGCATCCATATC (XX), 

cccccACCACTTCCCxrrcrc (xxi), 

CTCCCCCACCACTTCCCCTC (XXII). 
GCTGGGAGCCATAGCGAGG (XXIII), 
ACTGCrGCCTCITGTCTCAGG (XXIV), 
CAATCAATGACTTCAAGAGITC (XXV), 
GGTCCCTGITCGGGCGCCA (XXVI), 
GTGCCGGGGTCTTCGGG (XXVII). 
GGAGGATGCTGAGGAGG pCXVIII) 
GGAGGATGCTGAGG (XXIX) 
CAGGAGGATGCTGAGGAGG (XXX) 
GGCTGCCATGGTCCC (XXXI) 
TCATGGTGTCCnTGCAGCC (XXXII) 
TCATGGTGTCCnTGCAG (XXXIII) 

Beispiele 

I)N-(4-Methoxytriphenylmethoxy)ethylaniinornethanphosphonsauredi(2-{p-nitrophenyl)ethyl)ester 
la)N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-2-aininoethanoI 

8.61 g (0.141 mol) 2-Aminoethanol wurden in 250 ml Dioxan und 150 ml H2O gelosL Bei 15— 20°C wurden 
zimachst 17.79 g (0.212 mol) NaHCOj, dann portionsweise 50 g (0.148 mol) Fluorenylmethyloxycarbonyl-N-suc- 
cinunid zugegebea Es wurde Ih bei Raumtemperatur geriihrt, dann wurde zur Trockne eingedampft Der 
Ruckstand wurde zwischen Dichloniiethan(DCM) und H2O verteilt, die organische Phase uber NajSO^ getrock- 
net und das Losungsmitte! im Vakuuxn abgedampft Der Ruckstand wiu-de mit 100 ml Ether verruhrt, das 
Produkt abgesaugt und gut mit Ether gewascben. Die Ausbeute betrug 38;.77 g (97%). 

MS (ES + ) 284.2 (M+H)+; 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 3.05 (dd, 2H. CH2OH); 339 <dd, 2H, 
N -GHz); 4,25 (m,3H.Ar-CH-CH:); 4.61 (t, 1 H, OH):7.14-7S8(m, 15H, Ar-H, NH). 

1 b) N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-2-amino- l-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethan 

10 g (353mmoI) N-FIuorenylmethylojfycarbonyl-2-aminoethanol (aus Bei^iel la), gelost in 100 ml absoi. 
N,N-Dimethylformamid (DMF) wurden bei O'C mit 5.93 g (45S3 mmol) Diisopropylethylamin (DIPEA) und 
lOSl g(353 mmoI)4-Methoxytriphenylmethylchlorid versetzt und zunSchst Ih bei O'C, dann Ih bei Raumtem- 
peratur geriihrt Das Reaktionsgemisch wurde eingedampft und zwischen DCM und einer gesattigten waBrigcn 
NaHCOs-Losung verteilt Die organische Phase wurde mit H2O gewaschen iiber Na2S04 getrocknet und das 
Losungsmiitel im Vakuum abgedampft Zur Reinigung wurde uber Kieseigel chromatographiert (zuerst n-Hep- 
tan/Essigsaureethylester (EE)/Triethylamin (TEA) 70/29/1; dann EE/TEA 99/1). Die Ausbeute betrag 14.4 g 
(73%). 

MS (FAB): 5623 (M + Li)-^; 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 2.95 (t 2H. CHzO-MMTr); 3.21 (dd. 2H, 
N -CH2); 3.75 (s, 3H. OCH3); 4.25 (m. 3H. Ar-CH - CH2); 4.61 (t, I H. OH); 6.80- 7.96 (m, 23 H, Ar- H. NH). 
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1 c) 2- Amino- 1 -(4-methoxytriphenylmethoxy)ethan 

5.0 g (9 mmol) N-nuorenylniethyloxycarbonyl-2-amino-l-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethan (aus Beispiel 
lb), gelost in 50 ml absoL DMF wurden bei Raumtemperatur mit 635 g (90 mmol) Diethylamin v rsetzt und 2h 
geruhrt. Zur Reinigung wurde an ICieselgel chromatographiert (zuerst n-Heptan/EE/TEA 50/49/1 ; dann EE/Me- 
thanolTEA 79/20/1). Die Ausbeute betrug 2.96 g (98.7%). 

MS (ES + ): 3403 (M + Li)+ ; ' H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 2.75 (t. 2H, CHjO- MMTr); 2J3 (dd, 2H, 
N -CH2); 3.75 (s, 3H, OCH3); 6£3 - 7.47 (m, 14H, Ar- H). 

1 d) 2-MethylimiDo- 1 -(4-methoxytriphenylmethoxy)ethan (Trimer) 

2S6g (8.9 mmol) 2-Amino-l-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethan (aus Beispiel Ic), gelost in 10 ml Methanol 
wurden unter Eiskuhlung mit 1.08 g (1322 mmol) 37% Formaldehyd versetzt und 4h bei Raumtemperatur 
geruhrt, wobei sich ein zaher Niederschlag bildete. Das Reaktionsgemisch wurde eingedampFt und zur Reini- 
gung uber Kieselgel chromatographiert (n-Heptan/EE/TEA 50/49/1). Die Ausbeute betrug 1.7 g (55%). 

MS (FAB) 1042.8 (M -f Li)+ ; 1034.8 (M-H)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 2.50(t, 6H. 0-CH2);2.99 
(t, 6H, N -CH2); 3.69 (s, 9H, OCH3); 6.78-7.42 (m, 42H, Ar-H). 

1 e) Di(2-<4-nitrophenyl)ethyl)phosphit 

23.42 g (0.1 mol) Diphenylphosphit wurden zusammen mit 33.43 g (Q2 mol) p-Nitrophenylethanol unter Argon 
far 14h auf lOO'C erhitzt, zur Reinigung wurde uber Kieselgel chromatographiert (n-Heptan/EE 50/50; dann 
EE/Methanol 80/20). Ausbeute: 55%. 

MS (FAB) 403.1 (M + Na)* ; 38 1.1 (M + H)+. ' H-NMR (200 MHz, DMSO. TMS): == 3.03 (t. 4H, /Vr-CHj); 420 
(4H.dt,0— CH2);6.71(d,J = 140 Hz; 1H,PH); 752 (d,4H, Ar-H); 8.17 (d,4H, Ar-H). 

lf)N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsauredi(2-{p-nitrophenyl)ethyl)ester 

Zu 500 mg (132 mmol) Di(2-(4-nitrophenyl)ethyI)phosphit (aus Beispiel le), gelost in 2 ml absoL Tetrahydrofu- 
ran (THF) wurden 341 rag (0329 mmol) 2-Methylimino-l-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethan (Trimer) (aus Bei- 
spiel Id) gegeben und das Gemisch wurde 3h bei 80° C geriihrt. Das L5sungsmittel wurde abgedampft und es 
wurde noch 30 min bei 100° C geruhrt. Zur Reinigimg wurde uber Kieselgel chromatographiert (zuerst EE/TEA 
99/1 ; dann EE/MethanolATEA 90/9/1). Ausbeute: 83%. 

MS(FAB) 7323 (M -J- U)+.' H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 2.64-3.06 (m, 10 H,Ar-CH2 + P-CH2 + 
CH2-OMMTr-f N-CH2);3.73(s,3H.OCH3);4.16(dt,4H,PO-CH2);6J8-8.08(m.22H.Ar-H). 


N-(N*-Anisoyl)cytosin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsauredi(2-(p-ni- 
trophenyl)ethyl)ester 

2a) Zu 2.00 g (276 mmol) N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsauredi(2-(p-nitrophe- 
nyl)ethyl)ester (aus Beispiel If), gelost in 60 ml absoL DMF, wurden 0S52g (8J27 mmol) N-Ethylmorpholin 
(NEM), 0.834 g (276 mmol) (N*-Anisoyl)cytosin-l-yl-essigsaure und 1.153 g (3.03 mmol) 0-(7-aza)benzotriazol- 
l-yltetramethyluroniumhexafluorophosphat (HATU, L. Carpino, J. Am. Chem. Soc 1993, 1 15, 4397) zugegeben 
und 12h bei Raumtemperatur geriihrt Danach wurde nocheinmal die gleiche Menge HATU zugegeben und 
weitere 3h bei Raunitemp. geriihrt Zur Reinigung wurde an Kieselgel chromatographiert (DCM/Methanol/ 
TEA 95/4/1). Die Ausbeute betrug 2.7 g (97«>/o). 

MS(ES -1-): 1012.0 (M -l-H)+. »H-NMR (200 MHz, DMSO. TMS): - 294 (t, 4H. P-0-CH2-CH2-Ar); 3.06 
(t, 2H, MMTr-0-CH2); 323-3.63 (m, 4H. P-CH2 + N-CHj); 3.75 (s, 3H, OCH3); 3£3 (s. 3H, OCH3); 4.10 (dt, 
4H, P-0-CH2):4.79(s, breit2H. CO-CH2); 6.80-8.18 (m, 28H, Ar-H,Cytosinyl-H); 1 1.03 (s breit, IH, NH). 

2b) Ansatz wie in Beispiel 2a, jedoch unter Verwendung von 0-(Cyan(ethoxycarbonyl)methylenami- 
no)-l,133-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TOTU, EP 04 60 446) anstelle von HATU. Die Ausbeute betrug 
57%. Spektroskopische Daten: s. Beispiel 2a. 


N-(N*-Anisoyl)cytosin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaure(2-(p-ni- 
trophenyl)ethyl)monoester(Triethylammoniumsalz) 

1 g {039 mmol) N-(N*-Anisoyl)cytosin-l-yl-aceiyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethyIaminomethanphos- 
phonsauredi(2-(p-nilrophenyl)ethyI)ester (aus Beispiel 2) wurden in 20 ml einer 0.1 M Losung l^-Diazabicy- 
clo[5.4.0]undec-7-en (DBU) in absoi. Acetonitril gelost und 4h bei Raumtemp. geriihrt Das Reaktionsgemisch 
wurde zwischen DCM und einer waBrigen KH2P04-Losung (pH 7) verteilt, die organische Phase wurde uber 
Na2S04 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum abgedampft Zur Reinigung wurde uber Kieselgel 
chromatographiert (EE/Methanol/TEA 70/29/1 ). Die Ausbeute betrug 540 mg (57%). 

MS (FAB): 906.5 (M-H +2Na)-^; 884.6 (M -t- Na)^ ; 8623 (M + H)+. 'H-NMR (200 MHz. DMSO, TMS): = 3.00 
(m,4H.P-0-CH2-CH2-Ar + MMTr-O-CHj): 3.38-3.60 (m, 4H, P-CH2 -1- N-CH2); 3.73 (s, 3H, OCH3); 
3.82 (s, 3H, OCH3); 4.01 (dt 2H, P-O-CHj); 4.79 & 5.03 (jcweils s, breit 2H. CO-CH2); 6.78-820 (m, 24H, 
Ar-H,Cytosinyl-H); 1 1.00 (s breit, IH, NH). 
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4) 

N-{N«-Anisoyl)cytosin-l-yl-acetyl-N-(2-hydroxy)ethyiaminomethanphosphonsauredi(2-(p-nitrophe- 
nyl)ethyi)ester 

1 OOe (039 mmol) N-{N«-Anisoyl)cytosin-l-yi-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylai^^^^ 
phosphonskredi(2-{p-nitrophenyl)ethyl)ester (aus Beispiel 2) wurden in 80 mi 80% waBnger Essigsaure ge lost 
mA 4h bei Raumtemperatur geruhrt Das Losungsmittel wurde abgedampft und es ^;±\^^"lf.J^^^°}^^ 
koevaporiert. Zur Reinigung wurde uber Kieselgel chromatographiert (EE/MethanolTEA 85/14/1). Die Aus- 

^Zs^mByferiiuTH^r; 7393 {M + H)^ 'H-NMR (200 MHz. DMSO. TMS): = 198 {j^H, ?-0- . 
Cl5^1cH:i Ar) 33^ (m 4H. N-CH^CH.-OH); 3.80-3£9 (m. 2H. P-CH,):3S1 (s,3H. OCH^;4.12(dt, 
4H>_oicH2); 4 J8 & 437 Uew. s, breit. 2H,CO-CH2);6S8-8.1^ 

ih!nh). 

5)5'-MMTr-C^-P(ONPE)-CAN-P(ONPE)2 « 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus N-(N6-Anisoyl)(ytosin-l-yi-acetyl-N-{4-methox5rtn>henylme- 
thoxy)ethylaminomethanphosphonsaure(2<p-nitrophenyl)ethyI)monoester(Triethylammomums^^^^^ 
und N^N6-Anisoyl)cytosin-l-yl-acetyl-NK2-hydroxy)ethylammomethanphosphonsauredi{^^^^ 
nyl)ethyl)ester (Beispiel 4). Zur Reinigung wurde fiber Kieselgel chromatographiert (EE/Methanol/- 2 

'^S?/il^')'l60^(ENI)^^58^ (M + H) VH-NMR (200 MHz, DMSO. TMS): = 2S4-3.18 (n, 6H P-0- 
CU^ChJ-At); 326-355 m. 10 H); 3.75 (s. 3H. OCH3); 3^5 (s, 6H, OCH3); 3S9-436 m. 8H, P-O-CH2); 
i75-4S2(m.breit,4H,CO-CH2);6.83-8.18(ra,3BH.Ar-H.Cytosinyl-H); 1058 & 11.03 Oew.sbre.t.2H,NH). 

6) 5'- HO -C^N _ pfONPE)-^^- P(ONPE)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus •'5'-MMTr-C*N-P(ONPE)-C^-P(ONPE)2-(Beispiel 5)^ Zur 
RehTguS Se ubef Kieselgll chromatographiert (EE/Methanol/ TEA 85/14/1). Die Ausbeute betrug 74%. 
MS (FAB) 1332.4 (M + Na)+ ; 131 03 (M + H)+ . 

7)N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaurediethylester 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 1 f, jedoch mit Diethylphosphit Ausbeute: 873%^ ^ , o«/* o« m nvi ^ ■ 
MS(FAB)490.2(M + Li)+.'H-NMR(200MHz,DMSO.TMS): = l-22(t,6H.CH,-CH3);2^(U^^ ^ 

251 (i I = 123 Hz. 2H. P-CH2); 3.02 (t. 2H, CHz-OMMTr); 3.75 (s, 3H, OCH3); 4.01 <dq. 4H. PO-CH2); 

6.84- 7.45 (m.l4H,Ar-H). 

8)N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethyIaminomethanphosphonsaurediethylester 

Zu 204g (4J22 mMol) N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaurediethylester (Bei- 
SDiel 71 eelost in 50 ml absol. DMF wurden zugegeben 5703 mg (4.22 mMol) Hydroxybenzotnazol (HOB1> 
972 1 mg (8.44 mMol) NEM, 777 mg (4.22 mMol) Tymidin-1 -yl-essigsaure und 639 mg (5.06 mMol) Diisopropyl- 
carbodiimid. Es wurde 16 h bei Raumtemperatur geruhrt, das Losungsmittel abgedampft. derRuckstand wurde 
in DCM gelost und mit gesanigter waBriger NaHCOj-Losung, dann mit gesattigter waBnger NaCl-Losung ■ 
estrahiert Es wurde iiber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel abgedampft Zur Reinigung wurde Qber 
Kieselgel chromatographiert (EE/MethanolH^ 98/2/1). Die Ausbeute betrug 2.47 g (90%). 

MS (FAB): 6623 (M + Na)*: 6563 (M + U)+. >H-NMR (20° MHz,^ D^^O' J^S): = /-^^-U^ (m 6H, 
CH2-CH3): 1.68 & 1.75 (je, s. 3H. T-CH3): 3.10-3.40 (m. 2H. CH,-OMMTr); 333-370 (n^ 4H P-CH2 + 
N-CH2);3.75 (s, 3a OCH3): 3.83-4.16(m.4a PO-CH2);4.62 &4.72 Qew. s. 2H. CO-CH2); 6.83-7.42(m. 15H. 
Ar- H, T- H); 1 1 .28 (s. 1 H. NH). 

9) N-Thymin- 1 -yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylraethoxy)ethylaminomethanphosphonsauremonoethylester 
(Triethylammoniumsalz) 

811 mg (125 mMol) N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsau- 
rediethylester (Beispiel 8) wurden in 3.75 ml IN NaOH suspendiert. Es wurde 3h bei Raumtemperatur dann 6h 
bei 50° C geruhrt Das Reaktionsgemisch wurde im Vakuum eingeengt der Ruckstand uber Kieselgel chromato- 
graphien(EE/MethanolArEA lOO/lO/lO.dann 100/40/10). Die Ausbeute betrug 897 mg(993%)^ ^ . „ ,^ 

MS (ES-): 620.4 (M-H)". 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 1.18 (t. 9H. N-CH2-CH3); 1.68 & 1.74 
Cew. s 3H. T-CHj); 2.96-3.08 (q. 6H. N-CH^-CHs); 335 (m. 2H. N-CH2); 3^43 - 370 (d, 1=1 1 Hz. 2H, 
P-CHz)- 3.63 (t 2H, CHz-OMMTr); 3.75 (s. 3H, OCH5); 3.78 (dq. 2H, PO-CH2); 4.60 & 4.86 Oew. s, 2H. 
CO - CHz); 6.82 - 7.4 1 (m, 1 5H, Ar - H, T- H); 1 1 24 (s. 1 H. N H). 

10)N-Thyrain-l-yI-acetyi-N-(2-hydroxy)ethylaminomethanphosphonsaurediethylester 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus N-Thymin- 1 -yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylami- 
nomethanphosphonsaurediethylcsicr (Beispiel 8). Zur Reinigung wurde uber Kieselgel chromatographiert (EE/ 
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Methanol 90/10). Ausbeute:80%. 

MS (FAB): 400.1 (M + Na)+; 378.1 (M + H)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 1.17-132 (m, 6H, 
CH2-CH3); 1.78 (s, 3H, T-CHj); 3.40-3.69 (m, 4H, CH2-OH + N-CHz); 3.89 (d, J - 11 Hz. 2H, P-CH2); 
352-4.19 (m. 4H, PO-CH2); 4.70 (s, 2H, CO-CH2): 4.98 (t, 1 H, OH); 7.22 & 730 (jew. 1 H, T- H); 1 1 J25 (s, IH, 
NH). 

1 l)N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaurediphenylester 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel If, jedoch mit Diethylphosphit. Ausbeute: 100%. 
MS(FAB)58.2(M + Li)-*-. 

12)N-Thynijn-l-yI-acetyl-N-(4-rnethoxytriphenylniethoxy)ethylaminomethanphosphonsauremonophenylester 
(Triethylamnioniumsalz) 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 81 aus N-{4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsau- 
rediphenylester (Beispiel 1 1) und Tymidin-l-yl-essigsaure. Zur Reinigung wurde Ober Kieselgel chromatogra- 
phiert (EE/Methanol/TEA/HaO 90/10/5/0.5). Ausbeute: 47%. 

MS (FAB): 6823 (M +2Li-H)+. 'H-NMR (200MHz, DMSO, TMS): = 1.16 (t. 9H, N-CH2-CH3); 1.67 & 
1.72 (je. s, 3H, T-CHj); 2.96-3.70 (m, 12H, N-CH2-CH3 + N-CB2 + P-CHj + CHj-OMMTr): 3.75 (s, 
3H. OCH3); 438 & 4E8 (jew. s. 2H, CO - CH2); 6.74 - 7.46 (m. 20 H. Ar - H T- H); 1 1 23 (s. 1 H. NH). 

13) 

N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaurephenyI-(4-nitropheny- 
lethyl)diester 

385.4 mg {03 mMol) N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylniethoxy)-ethylanunomethanphosphonsa.u- 
remonophenylester (Triethylammoniumsalz) (Beispiel 12) und 92 nig (055 mMol) (4-Nitrophenylethanol) wur- 
den dreimal mit absoL Pyridin koevaporiert, anschlieBend in 1 5 ml absoL Pyridin gelost Bei O^C wurden 403.4 mg 
(0.15 mMol) 3-Nitro-l-(p-loluolsulfonyl)-1H-lA4-triazol (TSNT) zugegeben, anschlieBend 16h bei 0— 5''C ge- 
ruhrt, das Pyridin im Vakuum abdestilliert, der Ruckstand in EE aufgenommen und nacheinander mit gesattigter 
waBriger NaHCOs-Losung, dann mit NaCl-Losung gewaschen. Zur Reinigung wurde uber Kieselgel chromato- 
graphiert (EE/TEA 100/2). Die Ausbeute betrug 162 mg. 

MS (FAB): 8313 (M +2U-H)+ ;(M + U)+. 

14) 

N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytnphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsauredi(2-(p-iiitrophe- 
nyl)ethyl)ester 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 8 aus N-(4-methoxytriphenylmethoxy)-ethylaminomethanphosphonsau- 
redi(2-(p-nitrophenyI)ethyI)ester(Beispiel If) und Tymidin-l-yl-essigsaure. Ausbeute: 63% 
MS (ES + ): 898.4 (M + Li)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO. TMS): = 1.65 & 1.72 Oew. s. 3H.T-CH3); 256 (t, 4H, 
P-O-CHz-CHz-Ar); 3.06 (t. 2H, N-CHj); 3.67 (d, J = 1 1 Hz, 2H. P-CH2); 3.70 (m, 2H, MMTr-O-CHj); 
3.75 (s, 3H, OCH3); 3£3 (s, 3H, OCH3); 4.10 (dt, 4H, P-O-CH2); 439 & 4.62 (jew. s. breit. 2H, CO-CH2); 
6.83-8.18 (m, 23H, Ar-H,T-H); 1 130(s breit, IH, NH). 

15) 

N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaure-(4-nitrophenylet- 
hyl)monoester (Triethylammoniumsalz) 

15a) Aus 30 mg 

N-Thyrain-l-yI-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminoraethanphosphonsaiu-ephenyl-(4-nitropheny- 
Iethyl)diester (Beispiel 13) 

30 mg N-Thymin-1 -yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylinethoxy)ethylaminDmethanphosphonsaurephenyi-(4-ni- 
trophenylethyl)diester (Beispiel 13) wurden in einer Mischung aus 1 ml TEA, 1 ml Dioxan und 80 mg p-Nltroben- 
zaldoxim gelost und 3h bei Raimitemperatur geruha Das Losungsmittel wurde im Vakuum abgedampft, der 
Ruckstand dreimal mit Pyridin und zweimal mit Toluol koevaporiert Der Ruckstand wurde ilber Kieselgel 
chromatographiert (EE/TEA 100/2, dann EE/Methanol/TEA 60/40/2). Die Ausbeute betrug 23 mg. 

MS (FAB): 7553 (M + 2Li-H)+. 'H-NMR (250 MHz, DMSO, TMS): = 1.15 (t, 9H, N-CH2-CH3); 1.60 & 
1.79 (m, 3H, T-CH3); 2.80-33.60 (m, 14H, N-CH2-CH3 + N-CH2 + P-CH2 + CHz-OMMTr + 
Ar-CH2); 3.73 (s, 3H, OCH3); 4.01 (dt, 2H, P-O-CH2); 438-4S2 (m. 2H, CO-CH2); 6.82-8.18 (m, 19H, 
Ar-H,T-H); 11.30(s,lH,NH). 

15b) Aus 

N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsauredi(2-(p-nitrophe- 
nyl)ethyl)ester (Beispiel 14) 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 3 aus N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-meiho3cytriphenylmethoxy)ethylami- 
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nomethanphosphonsauredi(2-(p-nitrophenyl)ethyl)ester (Beispiel 14), jedoch in Pyridin als LosungsmitteL Aus- 
beute: 82%. Spektoslcopische paten s. Beispiel 15a. 

1 6) N — Thymin- 1 -yi-acetyl-N-(4-niethoxytriphenylmethoxy)ethylaininomethanphosphonsaure 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 15b. Als Nebenprodukt wird in 18% Ausbeute N-Thymin-l-yl-acetyi- 
N-{4-methoxytriphenylinetho)cy)ethylaniinomethanphosphonsaure erhalten. 
MS(ES-):5922(M-H)-. 

17) 5'-MMTr-T-P(OEthyI)-T-P(OEthyl)2 lo 

361 mg(0.5 mMo!) N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaure- 
monoethylester (Triethylammoniurasalz) (Beispiel 9) und 188.7 mg (Oi mMoI) N-Thymin-l-yI-acetyl-N-(2-hy- 
droxy)ethylaminomethanphosphonsaurediethylester (Beispiel 10) wurden zusammen zweimal mit absol. Pyridin 
koevaporiei-L Bei 5- ICC wurden 1.5 mMol TSNT zugegeben und es wurde 16h bei Raumiemp. gerOhrt Das 15 
Pyridin wurde im Vakuum abgedampft, der Riickstand in EE gelost und nacheinander mit gesattigter waBriger 
NaHCOj-Losung, dann mit NaCI-L5sung gewaschea Es wurde uber Na2S04 getrocknet, eingeengt und zur 
Reinigung wurde uber Kieselge! chromatographiert (EE/MethanoLTEA 92/8/2). Die Ausbeute betrug 223 mg 
(46%). 

MS (FAB)- 987.5 (M + IJ)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS) Characteristische Signale sind: Ar-H & 20 
Thymin-H: 6^2-7.43 (m, 1 6H);CO-CH2: 459-4.78 (m, 4H); Thymin-CHj: 1.63-1.80 (m, 5H). 

1 8) 5' - HO -T- P(OEthyl)-T - P(0EthyI)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus 5'-MMTr-T-P(OEthyl)-T-F(OEthyl)2 (Beispiel 17> Zur Reini- 25 
gung wurde uber Kieselgel chromatographiert (EE/MethanobTEA 85/15/2, dann 100/50/13). Die Ausbeute 
betrug 95%. 

MS (FAB)- 731.2 (M + Na)+; 709.1 (M-f H)+. »H-NMR (200 MHz. DMSO, TMS) Characteristische Signale 
sind:Thymin-H: 12\ -736 (m, 2H); CO-CH2: 4.50-4.76 (m, 4H); Thymin-CHj: 1-53- 1.79 (m,6H). 
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1 9) 5' - MMTr-T- P(OPhenyl>T- P(OEthy!)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus N-Thyniin-l-yl-acetyl-N-(2-hydroxy)ethylaminomethanphos- 
phonsaurediethylester (Beispiel 10) und N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-niethoxytriphenylmethoxy)ethylarainome- 
thanphosphonsauremonophenylester (Triethylammoniumsalz) (Beispiel 12). Zur Reinigung wurde uber Kiesel- 3S 
gel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 93/7/2). Ausbeute: 58%. 

MS (FAB)- 1051.4 (M + Na)+; 10295 (M-f H)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS) Characteristische Signale 
sind: Ar- H & Thymin-H: 632 - 753 (m. 21 H); CO-CHj: 452 -4.82 (m, 4H); Thymin-CH j: 1£2- 1.80 (m, 6H). 

20)N-Thymin-l-yl-acetyI-N-(2-hydroxyethyI)aminoraethanphosphonsauredi(4-nitrophenylethyl)ester 40 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus N-Thymin-1-yl-acetyl-N-<4-methoxytriphenylmethoxy)ethylami- 
nomethanphosphonsauredi(2-(p-nitrophenyl)ethyl)ester (Beispiel 14). Zur Reinigung wurde uber Kieselgel chro- 
matographiert (EE/Methanol 90/10). Ausbeute: 85%. 

MS (ES + ): 6203 (M-l-H)+ 'H-NMR (500 MHz. DMSO, TMS): = 1.73 (s. 3H, T-CH3); 2S7 (t, 4H. P-O- 45 
CH2-CH2-/Vr);3.41(ni,2H,N-CH2);359(m,2H,CH2-OH);3.83(d.2H.J = 11 Hz; P-CH2); 4.08-430 (m. 
4H, P-O-CH2); 454 & 4.78 Oew. s, breit, 2H, CO-CH2); 4S9 (t, IH, OH); 7.14-8.19 (m, 9H, Ar-H, Thymidi- 
nyl-H); 1 130 (s breit, 1 H, NH). 

21)5'-MMTr-T-P(ONPE)-T-P(OEthyl)2 50 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus N-Thyinin-l-yl-acetyl-N-(2-hydroxy)ethylaminomethanphos- 
phonsaurediethylester (Beispiel 10) und N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminome- 
thanphosphonsaure-(4-nitrophcnylethyl)monoester (Triethylammoniumsalz) (Beispiel 10) Anstelle von TSNT 
wurde 3-Nitro-l-{2,4,6-Triisopropylphenyl-sulfonyl)-lH-lA4-tria2ol (TIPSN7) zur Kupplung eingesetzL Zur 55 
Reinigung wurde iiber Kieselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 95/5/2, dann 90/10/2). Ausbeute: > 

MS (ES-*-): 1109.0 (M-l-U)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO. TMS) Characteristische Signale sind: Ar-H & 
Thymin-H:6.82-8.18(m,20H);CO-CH2:451-4.76<m,4H);Thymin-CH3: 1.61- 1.78 (m.6H). 
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22) 5'- MMTr-T-P(ONPE)-T- P(0Et)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 21 aus N-Thymin-l-yI-acetyl-N-(2-hydroxy)ethylaminomethanphos- 
phonsaurediethylester (Beispiel 10) und N-Thymin-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminome- 
thanphosphonsaure-(4-nitrophenylethyl)monoester (Triethylammoniumsalz) (Beispiel 15). Anstelle von TSNT 65 
wurde 3-Nitro-l-(2,4,6-TriisopropyIphenyl-sulfonyl)-lH-1.2.4-triazol (TIPSNT) zur Kupplung eingesetzt. Aus- 
beute: > 90%. 

Spektroskopische Datensiehe Beispiel 21. 
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23) 5'-HO-T- P(ONPE)-T-P(OEt)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus "5'-MMTr-T-P(ONPE)-T-P(OEt)2" (Beispiel 22). Zur Reini- 
gung wurde uber KJeselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 90/10/2, dann 80/20/2). Die Ausbeute betrug 

MS (ES+): 8363 (M + Li)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS) Characteristische Signale sind: Ar-H & 
Thymin-H: 7J 1 -822 (m, 6H);CO-CH2: 4J5-4.77 (m, 4H); Thymin-CHs: 1.71 (s. breit, 6H). 

24) 5'-HO-T-P(OH)-T-P(OEthyl)2 

10 mg (0.012 mMoI) ''5'-HO-T-P(ONPE)-T-P(OEt)2" (Beispiel 23) wurden in 1 ml einer 03M Losung 
DBU in Pyndm gelost und zunachst 24 h bei 4'>C, dann 24h bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel 
wurde ira Vakuum abgedampft, der Ruckstand zweimal mit Pentan, dann zweimal mit Ether digeriert, dann 
wurde zur Reinigung uber KJeselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 9/1/02, dann 70/30/2, dann 60/40/2). 
Ausbeute: 102 mg. 

MS (FAB): 7253 (M + 2Na-H) + ; 703J (M + Na)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS) Characteristische 
Signale sind: Thymin-H: 7.15-7.70 (m, 2H);CO-CH2: 4.67 -452 (m, 4H); Thymin-CHj: 1.67-1.81 (m, 6H). 

25) 5' - MMTr-T- P(ONPE)-T-P(ONPE)-T- P(OEt)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus ''5'-HO-T-P(ONPE)-T-P(OEt)2'' (Beispiel 22) und N-Thy- 
min-l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaure-(4-nitrophenylethyI)monoe- 
ster (Triethylammoniumsalz) (Beispiel 15) unter Zusatz von 13 eq (bezogen auf Beispiel 23) 4-Methoxypyridin- 
N-oxid. Zur Reinigung wurde uber KJeselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 90/10/2, dann 85/15/2). 
Ausbeute: 61%. 

MS (ES-J-): 1555.8 (M-l-H)+. 'H-NMR (200 MHz. DMSO, TMS) Characteristische Signale sind: Ar-H & 
Thymin-H: 6.83- 820 (m. 25H); CO -CHj: 432 -4.75 (m, 6H): Thymin-CHj: 1^1 - 1.78 (m, 9H). 

26) 5' - HO-T- P(ONPE)-T- P(ONPE) -T- P(OEt)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus "5'- MMTr-T- P(ONPE)-T-P(ONPE)-T-P(OEt)2'' (Beispiel 

25) ^Zur Reinigung wurde uber KJeselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 70/30/2). Die Ausbeute betrug 

MS (ES +): 1283.1 (M -1- H)+ ; 1305.0 (M -I- Na+). 

27) 5' - MMTr-T- P(ONPE)-T- P(ONPE)-T- P(ONPE)-T- P(OEt)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus "5'— HO-T-P(ONPE)-T-P(ONPE)-T-P(OEt)2" (Beispiel 

26) und N-Thymin- 1 -yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenyImethoxy)-ethylaminomethanphosphonsaure-<4-nitrophe- 
nylethyI)monoester (Triethylammoniumsalz) (Beispiel 15 ) unter Zusatz von 15 eq (bezogen auf Beispiel 23) 
4-Methoxypyridin-N-oxid.Zur Reinigung wurde uber KJeselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 90/10/2, 
dann 80/20/2). Ausbeute: 150/0. 

MS (ES + ): 2007 (M-fH)+; 2029 (M-t-Na)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS) Characteristische Signale 
sind: Ar- H & Thymin-H: 6.79- 821 (m, 30 H); CO-CH2: 433-4.87 (m, 8H); Thymin-CHa: 138- 1£9 (m. 12H). 

28) 5'- HO -T-P(ONPE)-T- P(ONPE)-T-P(ONPE)-T- P(OEt)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus "5'-MMTr-T— P(ONPE)— T— P(ONPE)-T-P(ON- 
PE)— T— P(OEt)2'' (Beispiel 27). Zur Reinigung wurde uber KJeselgel chromatographiert (EE/Methanol/ 
TEA 70/30/2). Die Ausbeute betrug 55%. 

MS (FAB): 1735 (M + H)+; 1757 (M + Na)+. 

29) 5'- MMTr-T- P(ONPE)-T- P(0NPE)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus N-Thymin- l-yl-acetyl-N-(2-hydroxyethyl)aminomethanphos- 
phonsauredi(4-nitrophenylethyl)ester (Beispiel 20) und N-Thymin- l-yl-acetyl-N-(4-methoxytriphenylme- 
thoxy)ethylaminomethanphosphonsaure-(4-nitrophenylethyl)monoester (Triethylammoniumsalz) (Beispiel 15). 
Zur Reinigung wurde uber Kieselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 100/0/1, dann 90/10/1). Ausbeute: 
87%. ' 

MS (FAB): 13562(M-l-2Li-H)+. 'H-NMR (200 MHz. DMSO, TMS) Characteristische Signale sind: Ar-H & 
Thymin-H : 6.82 - 8. 1 8 (m, 28H); CO - CH?: 430-4.7 1 (m, 4H); Thymin-CHj : 1 39 - 1.78 (m, 6H). 

30) 5'-HO-T-P{ONPE)-T-P(ONPE)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus "5'-MMTr-T-P(ONPE)-T-P(ONPE)2'' (Beispiel 29). Zur 
Remigung wurde uber Kieselgel chromatographiert (EE/Methanol/ TEA 85/15/1, dann 80/20/1). Die Ausbeute 
betrug 78%. 

MS (ES-t-): 1072.7 (M-^H)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO. TMS) Characteristische Signale sind: Ar-H & 
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Thymin-H: 7.08-8^0 (m. 14H); CO-CH2:432-4£0(m. 4H);Thymin-CHj: 1.70 (s. breit. 6H). 

31) 5'- MMTr-C^N _ p(o N PE)- C^N _ p(ONPE)- C^^. p(ON PE): 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus N-<N^-Anisoyi)cytosin-l-yl-aceryI-N-(4-methoxytriphenylme- 
thoxy)ethylaminomcthanphosphonsaure(2-{p-nitrophenyl)ethyi)monoester (Triethylammoniumsalz)(Beispiei 3) 
und "S'-HO-C^N- P(ONPE)-CAN_p(ONPE)2" (Beispiel 6). Zur Reinigung wurde fiber Kieselgel chromato- 
graphiert(EE/Methanol/TEA 80/19/1). Ausbeute: 66%. 

MS (FAB): 2155 (M + H)+ ; 21 61 (M + Li)+ ; 21 77 (M + Na)+. 

32) 5'-HO-CAN_p(ONPE)-CAN_p(ONPE)-C^'^-P(ONPE)2 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel IV aus •'5'-MMTr-C'^N_p(ONPE)-C'^N_p(OKPE)-C'^N_p(ON- 
PE)2" (Beispiel 31). Zur Reinigung wurde Qber Kieselgel chrotnatographiert (EE/Methanol/ TEA 85/15/1, dann 
80/20/1). Die Ausbeute betrug 70%. 

MS(FAB): 1882 (M+H)+; 1904 (M + Na)+. 

33) 

N -{N^-Anisoyl)cytosjn- 1 -yl-acetyl-N-{4-methoxytriphenylmethoxy)ethylaminomethanphosphonsaure-allyl- 
(2-{p-nitropheny))ethyI)diester 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 17 aus N-(N'-Anisoyl)cytosin-l-)i-acetyl-N-(4-methoxytriphenyime- 
thoxy)ethyianiinoraethanphosphonsaure(2-(p-niu-ophenyl)ethyi)monoester (TriethyJammoniumsalz) (Beispiel 3) 
und Allyialkohol. Zur Reinigung wurde fiber Kieselgel chromatographiert (EE/Methanol/TEA 95/5/1). 

MS (ES + ): 902.1 (M4-H)+; 924.1 (M + Na)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO, TMS): = 2.94-3.70 (m, 8H, : 
P-O-CHz-CHz-Ar + MMTr-O-CHj + N-CHj + P-CHz); 3.75 (s, 3H, OCHj); 3.86 (s, 3H, OCH3); 
4.10-4.60 (m. 4H, P-O-CH2); 4.79 & 4.84 Qe s, breit. 2H. CD-CHz): 5.09- 539 (m, 2H, HaC^CH-); 
5.71-6.00(m. lH,H2C = CH-);6.83-8.19(ra,24H, Ar-H,Cytosinyl-H); 1 1.03 (s breit. 1H,NH). 

34) ; 
N-(N*-Anisoyl)cytosin-l-yl-acetyl-N-{2-hydroxy)ethjdajminoniethanphosphonsaure-allyl-(2-(p-nitrophe- 
nyl)ethyl)diester 

Die Synthese erfolgte analog Beispiel 4 aus N-(N*-Anisoyl)cytosin-l-yi-acetyl-N-(4-methoxytriphenylnie- 
thoxy)ethyiaininomethanphosphonsaure-allyJ-(2-(p-ni trophenyl)ethyl)diester (Beispiel 33). Zur Reinigung wurde ■ 
uber Kieselgel chromatographiert (EE/Methanol/ TEA 94/5/1). Die Ausbeute betrug 83%. 

MS (ES + ): 630.2 (M + H)+. 'H-NMR (200 MHz, DMSO. TMS): = 3.02 (t. ZH, P-O-CHj-CHz-Ar); 
337-3.72 (m, 4H, HO-CB2-CH2); 3£6 (s, 3H, OCH3); 3.91 (d, J = 1 1 Hz. 2H, P-CH2): 4.22 (dt, 2H, P-O- 
CH2-CH2-Ar); 4.40 (dd, 2H, 0-CH2-CH=CH2); 4.78 & 5.01 (m, 2H, CO-CH2); 5.11-533 (m. 2H. 
H2C = CH - ); 5.7 1 - 6.00 (m. 1 H. H2C = CH -); 6.99-8.21 (m, 1 4H, Ar- H. Cytosinyl-H); 1 1 .03 (s breit, 1 H, NH). 4 


Patentanspruche 


1. Verbindungen der Formel I 


n eine Zahl von Null bis 100 bedeutet; 

B unabhangig voneinander Wasserstoff. Hydroxy, (Ci —C2o)-AIkyl, (Ci —C2o)-Alkoxy. (Ci —C2o)-Alkylthio, 
(C6-C2o>Aryl,(C«-C2o)-Aryl-(C, -C6)-alkyl,(C6-C2o)-AryKC,-C6)-alkoxy.(C6-C2o)-Aryl-(C,-C6)-al- 
kylthio, eine aromatische Gruppe oder eine heterocyclische Gruppe bedeutet. wobei Alkyl. Aryl und/oder 
die aromatische oder heterocvclische Gruppe gegebenenfalls ein oder mehrfach durch Hydroxy. 65 
(C,-C4)-Alkoxy. -NR'R'o, -C(0)OH, Oxo. -qO)OR«, -qO)NR9R'<', -CN, -F, -CI, -Br, -NO2. 
(C2-C6)-Alkoxyalkyl. -S(0)mR*. -(C,-C6)-Alkyl-S(0)n,R*. -NHC( = NH)NHR« -C(=NH)NHR«, 
-NR9CX-0)R« -NOR«, NR9q-0)OR"'. -Oq = 0)NR»R"' und - NR»a-O)NR«R'0 substituien sein 
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konnen, oder 

B fiir eine naturliche Nucleobasen, eine unnatiirliche Nucleobase oder etnen Reporter Liganden steht; 
A — B kann auch fur eine uber die Carboxylgruppe aufkondensierte D- oder L-Aminosaure oder fur Peptide 
bestehend aus diesen Aminosauren mit bis zu einer Lange von 5 Aminosaureresten stehen, L unabhangig 
voneinander N oder R'N*. und 

R' fur Wasserstoff oder (C,-C6)-Alkyl steht, das mit Hydroxy, (Q -CehAlkoxy, (C, -Ce^Alkylthio oder 
Amino substituiert sein kann, bevorzugt Wasserstoff oder Methyl bedeutet; 

A unabhangig voneinander eine Einfachbindung, eine Methylengruppe oder cine Gruppe der Formel Ila 
Oder lib bedeutet; 



nia) („b) 

Y'fur =0, =S, =CH2, =C(CH3)2oder =N + R' steht, wobei R' wie oben definiert ist; 

M fur eine Einfachbindung, — O— , — S— oder - N+R' - steht, wobei R' wie oben definiert ist; 

R^ und R3 unabhangig voneinander fur Wasserstoff, Hydroxy, (Ci— Q^AIkoxy, (Q— C6)-Alkylthio, Amino, 

Halogen, wie F, CI, Br oder (Ci-C6>-Alkyl steht, welches gegebenenfalls mit Hydroxy, (Ci— C6)-Alkoxy 

oder(Ci — Ce^Alkylthio substituiert sein kann; 

p und q unabhangig voneinander fur Null bis 5 stehen; 

r und s unabhangig voneinander fiir Null bis 5 stehen; 

D und G fur CR*R* stehen; 

R* und R6 unabhangig voneinander Wasserstoff, (Ci-C6)-Alkyl, (Ce— C2o)-AryI, (C6_C2o)-Aryl- 
(C, -C6)-alkyI, Hydroxy, (Ci -C6)-Alkoxy, (Ci -C6)-Alkylthio bedeuten, und Alkyl und Aryl gegebenenfalls 
mit SR' oder NR'R«. substituiert sein kana wobei R' wie oben definiert ist und R" unabhangig von R* die 
gleiche Bedeutungwie R' hat; 

Xfur— O— ,— S — Oder — N+R'— .worin R' wie oben definiert ist, steht; 

Y fur -O Oder = S steht; 
Zfiir -OR8, -NRSR'O steht; 

R8 Wasserstoff, (C,-C,8)-Alkyl (Cz-CisVAlkenyl, (Cj-CsVAIkinyl. {C6-C,2>Aryl, (Q-Cz^Aryl- 
(Ci -C6)-alkyl bedeutet. wobei Alkyl ein oder mehrfach mit Hydroxy, (C,— C4)-Alkoxy, F, cC Br substituiert 
sein kann und Aryl l-3fach mit Hydroxy, (C,-C4)-AIkoxy, (C,-C4)- Alkyl, F, Q, Br, NO2, -NR^R'", 
-qO)OH, -qo)0-(C, -C6)-Alkyl, -C(0)NR9R«o, substituiert sein kann, bevorzugt jedoch fur Wasser- 
stoff, (C,-C6)-AIkyl, (Ce-Ci2)-Aryl oder (C6-Ci2)-Aryl-(C,-C6)-alkyl steht. wobei Aryl einfach rait 
(Ci— C»)-Alkoxy, (Ci —C4)- Alkyl, F, CI, Br, NO2, substituiert sein kann, besonders bevorzugt Wasserstoff. 
(Ci—Ce)- Alkyl, Phenyl oder2-<4-NitrophenyI)ethyl bedeutet; 

R* und R'" unabhangig voneinander fur Wasserstoff. (Ci -Cis)- Alkyl. (C, — Ci8)-Alkenyl, (Ci -Ci8)-Alkinyl, 
(C6-Ci2)-Aryl, (Ce— Ct2)-Aryl-(Ci-C6)-alkyl stehen, wobei Allqrl ein oder mehrfach mit Hydroxy, 
(Ci — C4)-Alkoxy, F, CI, Br substituiert sein kann, oder R' und R'" konnen zusammen mit dem sie tragenden 
N-Atom einen 4— Jgliedrigen Ring bilden; 

Q und Q' unabhangig voneinander Wasserstoff bedeuten, fur Konjugate stehen, wclche die Eigenschaften 

von Antisense-OIigonucleotiden oder von Tripelhelbc bildenden Oligonucleotiden gunstig beeinflussen oder 

als Markierung einer DNA Sonde dienen oder bei der Hybridisierung des Oligonucieotidanalogons an die 

Target-Nucleinsaure diese unter Bindung oder Quervemetzung angreift, oder Oligonucleotide bedeuten, 

die unmodifiziert oder modifiziert sein konnea 

2. Verbindungen der Formel I gemaB Anspruch 1, worin 

n eine Zahl von Null bis 50 bedeutet; 

B unabhangig voneinander fur eine natOrliche Nucleobase oder eine unnaturliche Nucleobase steht; 
L N bedeutet; 

A eine Gruppe der Formel lib bedeutet, worin r = 1 und s Null, und R^, R^ = H und Y' =0 und M eine 
Einfachbindung bedeuten; 
D und G CHR5 bedeuten; 
R5 fur Wasserstoff steht; 
X — O— bedeutet; 

Y =0 bedeutet; 

Z fur Hydroxy. Methoxy, Ethoxy, (4-Nitrophenol)cthoxy, Propoxy, iso-Propoxy, Butoxy, Pentoxy, Phenoxy 
oder Aliyioxy steht; 

Q und Q' unabhangig voneinander fur Oligonucleotide stehen, die unmodifiziert 
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und modifiziert sein konnen, wobei 

a) die 3'- und/oder S'-Phosphorsaurediesterbriicken voUstandig oder teilweise durch Phosphorothioat-, 
Phoshorodithioat-, NR*R*'-Phosphoramidat-, Phosphat-O-Methylester-, Phosphat-O-ethylester-. 
Phosphat-O-isopropylester-, Methylphosphonat- oder Phenylphosphonat-Briicken ersetzt sind; 

b) ein, zwei oder drei 3'- oder 5-Phosphors§urediesterbrucken an den Pyrimidin-Positionen und am 
5'-Ende und/oder am 3'-Ende durch Formacetale und/oder 3'-Thioformacetale ersetzt sind; 

c) das Zuckerphosphat-Ruckgrats vollstandiger oder teilweise durch "PNAs" oder PN A- DNA-Hybri- 
de ersetzt ist; 

d) die p-D-2'-Desoxyriboseeinheiten vollstandig oder teilweise durch 2'-F-2'-Desoxynbose, 
2'-0-(Ci -C€)Alkyl-Ribose, 2'-0-(C2-C:6)A]kenyl-Ribose, 2'-NH2-2'-desoxyribose ersetzt sind; 

e) die natiirlichen Nucleosid-Basen vollstandig oder teilweise durch 5-<Ci — Ce)- Alkyl-uracii, 
5-(C2-C6)-Alkenyi-uracil, 5-<C2-C€)-Alkinyl-uracil. 5-(Ci-C6)-Alkyl-cytosin, 5-(C2-C6);AIkenyl-cy- 
tosin, 5-(C2-C6)-AJkinyl-cytosin, 5-Fluoruracii. 5-Fluorcytosin, 5-Chloruracil, 5-Chlorcytosin, 5-Bromu- 
racil, 5-Bromcytosin, 7-Deaza-7-{C2-C7)-aIkinylguanin, 7-Deaza-7-{C2-C7)-alkinylademn, 7-Deaza- 
7^C2-C7)-alkenylguanin, 7-Deara-7-<C2-C7)-alkenyladenin. 7-Deaza-7-{Ci -C7)-alkylguanin, 7-Dea- 
za-7-{Ci — C7)-alkyladenin, 7-Deaza-7-bromguanin, 7-Deaza-7-bromadcnin ersetzt sind 

3. Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

n eine Zahl von 1 bis 30 bedeutet; ... 
Q und Q' unabhangig voneinander fiir Oligonucleotide stehen, die unmodifiziert und modifiziert sem 
konnen, wobei . . 

a) die 3'- und/oder 5'-Phosphorsaurediesterbrucken vollstandig oder teilweise durch Phosphorothioat-, 
Phosphorodithioat- oder Methjlphosphonat-Briicken ersetzt sind; 

b) ein, zwei oder drei 3'- oder 5-Phosphorsaurediesterbrucken am 5,- und am 3'-Ende ersetzt sind; 

c) das Zuckerphosphat-Ruckgrats vollstandiger oder teilweise durch TNAs' oder PNA- DNA-Hybri- 
de ersetzt ist; 

d) die p-D-2'-Desoxyriboseeinheiten vollstandig oder teilweise durch 2'-F-2'-Desoxynbose, 
2'-0-(Ci -C4)Alkyl-Ribose,2'-0-<C2-C4)A]kenyl-Ribose,2'-NH2-2'-desoxyribose ersetzt sind; 

e) die natiirlichen Nucleosid-Basen vollstandig oder teilweise durch 5-(C3— Ce^AJkyl-uraciL 
5-(C2-C6)-Alkenyl-uracil. 5-(C2-C6)-Alkinyl-uracil. 5-{C,-C6)-AIkyi-cytosin, 5-(C2-C6)-Alkenyl-ey- 
tosin, 5-(C2-C6^Alkinyl-cytosin, 7-Deaza-7-(C2-C7)-alkinylguanjn. 7-Deaza-7-<C2-C7)-alkinyladen- 
in, 7-Deaza-7-{C2— C7)-aIkenylguanin, 7-Deaza-7-{C2— C7)-alkenyladenin, 7-Deaza-7-(Ci -C7)-alkyl- 
guanin, 7-Deaza-7-(Ci — C7)-alkyladenin, 7-Dea2a-7-bromguanin, 7-Deaza-7-bromadenin ersetzt sind. 

4. Verbindungen der Formel 1 gemaB den Anspruchen I bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
n eine Zahl von 1 bis 30 bedeutet; 

B unabhangig voneinander fur eine naturliche Nucleobase steht; 
Z fur Hydroxy, Ethoxy, (4-Nitrophenol)ethoxy oder Phenoxy steht; 

Q und Q' unabhangig voneinander fur Oligonucleotide stehen, die unmodifiziert und modifiriert sein 
konnen, wobei 

a) die 3'- und/oder 5'-Phosphorsaurediesterbrucken vollstandig oder teilweise durch Phosphorothioat- 
Brucken ersetzt sind; 

c) das Zuckerphosphat-Ruckgrats vollstandiger oder teilweise durch "PNAs" oder PNA— DNA-Hybri- 
de ersetzt ist; 

d) die p-D-2'-Desoxyriboseeinheiten vollstandig oder teilweise durch 2'-0-Methyl-, 2'-0-AlIyl-. 
2'-0-Butylribose ersetzt sind; 

e) die naturlichen Nucleosid-Basen vollstandig oder teilweise durch 5-Hexinylcytosin, 5-Hexinyluracil, 
5-Hexinylcytosin, -Deaza-7-propinylguanin, 7-Deaza-7-propinyladenin, 7-Deaza-7-methylguanin, 
7-Deaza-7-raethyladenin, 7-Deaza-7-propinylademn, 7-Dcara-7-bromguanin, 7-Deaza-7-bromadenin 
ersetzt sind. 

5. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel I.dadurdi gekennzeichnet, daB man 

ai ) Verbindungen der Formel III 

^-^^S' (HI) 

worin 

D, G, L und X oben genannte Bedeutungen haben und 

S' fur eine geeignete Schutzgruppe steht, wie beispielsweise Dimethoxytrityl, Monomethoxytrityl, 
Trityl oder Pixyl bevorzugt Monomethoxytrityl, 
mit Verbindungen der Formel IV 



31 


DE 195 08 923 Al 


worm 

R* und oben genannte Bedeutungen haben. 

in einem gecigneten organischen Losungsmittel, bei Temperaturen von 0°C bis lOCC, umsetzt zu 
Verbindungen der Formel Va oder Vb 


S 
/ 


bi) Verbindungen der Formel Va oder Vb mit Verbindungen der Formel Via oder VIb 
H 

s^^ x"-^ si 

(Via) 

worin 

Y wie oben definiert ist, 

X' und X" unabhangig voneinander wie X definiert sind, 

und unabhangig voneinander Schutzgruppen bedeuten, und 
L' fiir eine Abgangsgruppe, vorzugsweise fur(C, -Q)-Alkyl, steht, 

in einem geeigneten organischen Losungsmittel, bei Temperaturen von O'C bis lOCC. gegebenenfalls 
unter Zusatz von Basen, komplexen Basen oder ungeladenen, peralkyiierten Polyamino-Phosphazen- 
Basen umsetzt zu Verbindungen der Formel VII 


wonn 

D. G. L, R5, R^ S'. S2 S» X. X', X" und Y wie oben definiert sind; 

ci) Verbindungen der Formel VII mit Verbindungen der Formel VIII. 


U (VIII) 

worin 

A die oben genannte Bedeutung hat, 

B^^ die gleiche Bedeutung wie B hat, gegebenenfalls jedoch in geschiitzter Form vorliegt. und 

fiir eine dem Fachmann bekannte Abgangsgruppe steht oder, falls A die 
Bedeutung von Formel lib hat auch fur OH stehen kann; 

in einem geeigneten organischen Losungsmittel, bei Temperaturen von -20°C bis 100°C, gegebenen- 
falls unter Zusatz von Basen, komplexen Basen oder ungeladenen, peralkyiierten Poiyamino-Phospha- 
zen-Basen oder ohne Basenzusatz und unter Zusatz eines zur Kniipfung von Peptid-Bindungcn ubli- 
chen Kopplungsreagenzes, umsetzt zu Verbindungen der Formel IX 
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wonn 

A, B''^, D, G, U R5, R«, S', S\ S\ X, X', X" und Y wie oben definiert sind; 

di) aus Verbindungen der Form el IX die Schutzgruppe nach bekanaten Verfahren abspaltet, wobei 
man Verbindungen der Formal X erhalt 


si_x.^|| f 

H X" „s>\ B 


A, B™, D, G, L, RS, R« S', X', X" und Y wie oben definiert sind; 

ei) aus Verbindungen der Formel IX die Schutzgruppe S' nach bekannten. Verfahren, wobei man 
Verbindungen der Formel XI erhalt 



wonn 

A, B^*^, D, G, L, R', R^ S^ X, X', X" und Y wie oben definiert sind; 

fi) Verbindungen der Formel XI mit Verbindungen der Formel X gemaB dem aus der Oligonucleotid- 
Chemie bekannten "Phosphotriester- Verfahren" in einem geeigneten organischen Losungsmittel, bei 
Temperaturen von — 20''C bis 100° C, unter Zusatz etnes Koppiungsreagenzes oder einer Verbindung 
der Formel XII 


R'* fur (Q— Ci2)-Aryi, gegebenenfalls ein bis vierfach substituiert durch <Ci -C6)-Alkyl, (Ci -C6)-A1- 
koxy, Nitro, Chlor, Brom und wobei gegebenenfalls ein bis 3 C-Atome durch Heteroatome substituiert 
sind, und 

R'* fur eine Abgangsgruppe steht, 

gegebenenfalls unter Zusatz eines Katalysators, wobei die Herstellung der Kopplungsreagenzien in 
situ erfolgen kann, oder aber separat erfoigen und die Losung der aktivierten Spezies in einem 
geeigneten Losungsmittel zugegeben werden kann, 
zu Verbindungen der Formel XIII umselzt, 
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A, D, G, U R5. S', S^, S^ X, X', X" und Y wie oben definiert sind; 

gi) ausgehend von Verbindungen der Formei XIII die Schritte ei) und fi) bis zur gewunschten Ketten- 
lange wiederholt wobei Verbindungen der Formei XIV resultierea 



(XIV) 


worin 

A, D, G, L, R5, R6. S', S^, S\ X X', X", Y und n wie oben definiert sind; 

hi) die Schutzgruppen S», und und die Schutzgruppen an b'''^ nach bekannten Verfahren 
abspaltet; 

und gegebenenfalls die Gruppen Q und Q' nach dem Fachmann bekannten Verfahren einfuhrt, und 
gegebenenfalls die erhaltenen Verbindungen cyclisiert, wodurch Verbindungen der Formei I resultie- 
ren. 

6. Verfahren zur HersteUung der Verbindungen der Formei I gemaB den Anspruchen 1 bis 4, worin n 1 bis 
1 00 bedeutet, dadurch gekennzeichnet ist, daB man in den Verbindungen der Formeln XV und XVI 



(XV) 



(XVI) 


worin 

A, B''^ D, G. U R^ S', S^ X. X', X" und Y wie oben definiert sind, 
o und p unabhangig voneinander Null bis 50 und 
o + p+1 =nbedeuten; 

32) in den Verbindungen der Formei XV die Schutzgruppe S' wie unter ei) beschrieben abspaltet. 
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hi) in den Verbindungen der Formel XVI die Schutzgruppe wie unter di) beschrieben abspaltet und 
ca) die entstehenden Verbindungen wie unter fi) beschrieben miteinander koppelt, wobei Verbindun- 
gen der Formel XIV resultieren, 



wonn 

A, B^^ D, G. L. R5, R\ S', S\ S\ X. X', X", Y und n wie oben definiert sind, 

da) und diese wie unter hi) beschrieben zu Verbindungen der Formel I umsetzt 
7. Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel I gemaD den Anspriichen 1 bis 4, dadurch 20 
gekennzeichnet, daB man 

as) Verbindungen der Formel X, 



A, B^^, D. G, L, R5 R« S' . S^, X. X', X" und Y wie oben definiert sind, 

nach bekannten Verfahren fiber einen SPACER an einen festen Trager koppelt, zu Verbindungen der 35 
Formel XVII, 



wonn 

A, B^^, D, G, L, R*. R« S', S^X, X'. X" und Y wie oben defmiert sind, 
SS fur einen zur Festphasensynthese geeigneten festen Trager steht, und 

SPACER fur eine vom Trager nach erfolgter Synthese abspaltbare Gnippe steht, wie sie dem Fach- 
mann bekannt sind, oder SPACER fiir bisfunktionelle KonjugatmolekQle Q, die uber bekannte abspalt- 
bare Gruppen an den festen Trager geknupft werden, steht; 
bs) aus Verbindungen der Formel XVII, 


,B 
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worin 

^. BPR, D, G. L, R5, R6. S'. S', SS. spacer, X, X'. X" und Y wie oben definiert sind. die Schuugruppe S' 
wie unter o) beschrieben abspaltet; 

cj) die resultierende Verbindung mit Verbindungen der Formel X, 


10 



(X) 


A, B , D, G, L, R5, R«, S', X', X" und Y wie oben definiert sind, wie unter fi) beschrieben umsetzt; 
ds) die Schritte bj) und C3) bis zur gewunschten Kettenlange wiederhoit; 
63) gegebenenfalls Konjugate Q' durch bekannte Verfahren aufkoppelt; 

U) die so erzeugten Verbindungen nach bekannten Verfahren vom festen Trager abspaltet, und die 
20 Schutzgruppen wie in Schritt hi) beschrieben, wobei die Abspaltung der Schutzgruppen auch vor der 

Spaltung vom Trager erfolgen kana 

8. Verwendung der Verbindungen der Formel 1 f emaB den Anspriicben 1 bis 4 als Inhibitoren der Genex- 
pression. 

9. Verwendung der Verbindungen der Formel I gcmaB den Anspruchen 1 bis 4 als Diagnostikum, zur 
25 Behandlung von Erkrankungen, die durch Viren hervorgerufen, durch Integrine oder Zell-Zell-Adhasions- 

rezeptoren beeinfluBt oder durch Faktoren wie TNF alpha ausgelost werden, zur Behandlung von Krebs 
Oder der Restenose. 
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